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ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum ‘Mikroenkapsiile biberiye ugucu yaginin in vitro
antioksidan etkisinin incelenmesi’ bagliklt bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere
aykir1 diigecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim tiim
kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynaklarda yontemine uygun bigimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Fatma Sezer OZTURK
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Mikroenkapsiilasyon, gida sektoriinde sivi, katt ve gaz bilesenlerin gida safliginda
kaplama materyalleri ile ince bir film iginde tutulmasinda kullanilan bir tekniktir. Biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) yapisindaki fenolik bilesiklerden dolay1 tibbi agidan yaygin olarak
kullanilan bir bitkidir. Biberiye ugucu yagi antimikrobiyal, antioksidan ve radikal siiplirme
aktiviteleri gostermektedir.

Mikroenkapsiilasyon teknigi ile ugucu yaglar ve bu yaglarda bulunan antioksidan
bilesenlerin kapsiillenmesi ile elde edilen mikrokapsiiller, serbest ugucu yaglara kiyasla ¢evre
sartlarina daha dayanikli, daha kararli yapida, midede sinirli sindirilebilen, ince bagirsaktan daha
yavag emilip, kalin bagirsaktan daha hizli salinan yapilara doniismekte, ayrica serbest ugucu
yaglara kiyasla gidada bulunan diger bilesenlerle daha az etkilesime girmektedir.

Calismanin amaci aljinat-nigasta ile mikroenkapsiile edilmis biberiye ugucu yagmin in
vitro antioksidan 6zelligi ve salim 6zelliklerinin in vivo intestinal sistemini taklit eden mimik bir
sistemde in vitro olarak incelenmesidir. Dogal antioksidanlar olarak kullanilan Biberiye
(Rosmarinus offcinalis L.) ugucu yagi duvar materyali olarak aljinat/nisasta kullanimiyla
mikroenkapsiile edilmistir. Optimum mikrokapsiiller, % 2,0 (w/v) sodyum aljinat, % 7,0 (w/v)
biberiye ugucu yagi, % 1,0 (w/v) nisasta ve % 1,0 (w/v) CaCl, ¢apraz baglama ajani kullanilarak
hazirlanmustir.

Mikroenkapsiilasyon etkinligi % 87,16 olarak belirlenmistir. Nisasta kullanilarak ve
nisasta kullanilmadan hazirlanmis olan mikrokapsiillerden biberiye ugucu yagmin salim
ozellikleri 240 dk boyunca takip edilmistir ve salinan ugucu yag orani dogrusal olarak degismis
olup sirastyla % 55,38 ve % 64,44 olarak tespit edilmistir. Mikroenkapsiile edilmis biberiye ugucu
yagmin 240 dk sonunda serbest ugucu yaga gore sirasiyla % 86,43 ve % 72,67 oraninda DPPH
ve ABTS siipiirme giiciine sahip oldugu saptanmistir. Optimize kosullar altinda kirik ya da ¢atlak
olmayan diizensiz yiizey alanlarina sahip kiiresel mikrokapsiiller elde edilmistir ve gdzlenen
ortalama ¢ap 500-1000 pm'dir.

ANAHTAR KELIMELER: Mikroenkapsiilasyon, Rosmarinus officinalis L., Ugucu Yag,
Antioksidan



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT EFFECTS OF
MICROENCAPSULATED ROSEMARY ESSENTIAL OIL

Fatma Sezer OZTURK

[nénii University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

71 + ix pages
2016

Supervisor: Assist. Prof. Dr. incilay GOKBULUT

Microencapsulation is a technique used for the entrapment of a thin film with coating
materials in the liquid droplets, the solid particles or gas components. Rosemary (Rosmarinus
officinalis L.) is extensively used as medicinal plant due to its phenolic compounds. Rosemary
essential oils have shown that antimicrobial, antioxidant, radical scavenger activities.

Microcapsules of essential oils obtained with microencapsulation technique are more
resistant to conditions shows good stability in the stomach; they slow absorption and limited
digestible in the intestinal system, released easily in the large intestine as compared to those in
free form. Microencapsulated essential oils also interacts with other components, compared to
free form.

The aim of this study is to determine the in vitro antioxidant properties and release
properties of rosemary essential oil which encapsulated using alginate-starch in the system that
simulates the in vivo intestinal system. Rosemary (Rosmarinus offcinalis L.) essential oil which
used as natural antioxidants microencapsulated using alginate/starch as coating materials.
Optimum microcapsules were prepared with 2,0 % (w/v) sodium alginate, 7,0 % (w/v) rosemary
essential oil, 1,0 % (w/v) starch and cross-linked with 1,0% (w/v) CaCl..

Microencapsulation efficiency was determined as 87,16 %. The release properties of
rosemary essential oil from the microcapsules which used starch and without starch were followed
for 240 minute and released essential oil ratio changed linearly with time, 55,38 % and 64,44 %
respectively. It was found that compared to free essential oil the microencapsulated essential oil
has the 86,43 % and 72,67 % DPPH and ABTS scavenging activity respectively. Microcapsules
obtained under optimized conditions presented a spherical shape with irregular surfaces and no
fissures or cracks, and the mean diameter observed was 500-1000 pum.

KEYWORDS: Microencapsulation, Rosmarinus officinalis L., Essential oil, Antioxidant
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SIMGELER VE KISALTMALAR

CaCl> Kalsiyum kloriir

nm Nanometre

uv UltraViyole

BHA Biitiillendirilmis hidroksianisol

BHT Biitillendirilmis hidroksitoluen

M S-p-mannuronik asit

G a-L-guluronik asit

MG S-p-mannuronik asit ve a-L-guluronik asitten olusan yap1
MM [-p-mannuronik asitlerden olusan yapi

GG a-L-guluronik asitlerden olusan yap1

Ca'?, Sr*?, Ba*?,Be*? Kalsiyum, Stronsiyum, Baryum ve Berilyum iyonlari

PGA Propilen glikol aljinat

ADI Kabul edilebilir giinliik alim miktar1 (Acceptable daily intake)

bw Viicut agirligi (body weight)

wiw Agirlikga yiizde

wiv Hacimde agirlikca ytizde

DPPH 2,2-Difenil-1-pikril-hydrozyl

ABTS 2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)
diammonium salt

Trolox (+)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkrom-2-karboksilik asit

PBS Fosfat tampon soliisyonu (Phosphate Buffered Saline)

GC-FID Gaz kromotografisi- Alev iyonlagma dedektori

GC-MS Gaz kromotografisi-Kiitle spektrometresi

uL Mikrolitre

rpm Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per minute)

SEM Scaning Electron Microscopy

TE Trolox Esdegeri

Tween 80 Polioksietilen(20) sorbitan monooleat



1. GIRIS

Ugucu yaglar, ikincil metabolitler olarak aromatik bitkilerde dogal olarak olusan,
giiclii kokulariyla karakterize edilen, oda sicakliginda genellikle sivi ve ugucu formda
bulunan, su buhar ile siiriiklenebilme ve kolayca kristallenebilme 6zelligine sahip,

cogunlukla renksiz veya agik sar1 renkli, ok sayida kimyasal bilesenden olusan kompleks

ve dogal bilesiklerdir. En belirgin 6zellikleri ugucu ve kokulu olmalaridir.

Bitkilerin yaprak, ¢icek, kabuk, tohum ve koklerinden, su buhari distilasyonu veya
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin antifungal [1], antioksidan [2],
antimikrobiyal [3] etkilerine ilaveten, tiimor hiicrelerinde yayilmayr durdurucu (anti-
proliferatif) [4], virusidal ve fungisidal etkilere de sahip olduklari [5,6] bildirilmektedir.
Ayrica ugucu yaglarin hayvanlarin sindirim sistemlerini stimiile ederek, sindirim
enzimlerinin tretimini ve etkilerini artirdiklar1 ve karacigerin fonksiyonunu olumlu

etkiledikleri yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur [7].

Ucucu yaglar ve bu yaglarda bulunan antioksidan bilesenlerin kapsiillenmesi ile
elde edilen mikrokapsiillerin serbest ugucu yaglara kiyasla ¢evre sartlarina daha dayanikli
oldugu, daha stabil bir yap1 kazandigi, midede sinirli bir sindirime ugradigi, ince
bagirsakta daha yavas emildigi ve kalin bagirsakta daha hizli salindig1 belirtilmekte,
mikrokapsiil formdayken serbest ugucu yaglara kiyasla gidada bulunan diger bilesenlerle
daha az etkilesime girdigi dolayisiyla stabilitesinin daha uzun siire devam ettigi
bildirilmektedir [8].

Ag1z yoluyla alinan ugucu yag bilesenleri solunum ya da deri yoluyla hizli bir
sekilde viicutta absorbe edildikten hemen sonra ¢ogunlugu metabolize olmakta ve
bobreklerden glukoronoid formunda ya da akcigerlerden karbondioksit (CO2) seklinde
atilmaktadir. Metabolik doniisiimleri ve viicuttan atilma oranlarinin hizli olmasi ve kisa
yarilanma Omiirleri [9] nedeniyle, ucucu (esansiyel) yaglarin viicut dokularinda

birikimleri miimkiin olmamaktadir [10].

Ugucu yaglarin bir katman ile kaplanarak (mikrokapsiil) salimlarinin azaltilmasi
ve ucuculuklarinin geciktirilmesine yonelik yapilan caligmalar son yillarda dikkat
cekmektedir. Mikrokapsiil ad1 verilen bu yapi, belirli kosullar altinda ince film tabakalar
veya polimer kapsiiller yardimu ile kiigiik kati partikiillerin, sivi damlalarin ya da gazlarin
tutuklandigi ve kontrollii salimin amaglandig1 fiziksel bir tutuklama ydntemi olan

mikrokapsiilasyon ile olusturulan yapilardir [11].



Enkapsiilasyon teknolojisi ile reaktif, hassas ve ugucu gida katkilar (vitaminler,
¢esniler, ugucu yaglar) stabil ingredientlere doniistiiriilmekte ve bu ingredientlerin
kontrollii salim1 gergeklestirilmektedir. Ayrica antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi
yiiksek fakat arzu edilmeyen kokuya sahip, ugucu yaglarin enkapsiilasyonu ile

istenilmeyen koku ya da tadin maskelenmesi saglanmaktadir [12].

Aljinat, gastrointestinal sistemin iist kisimlarindaki mukoz membranlar1 {izerinde
koruyucu etkiye sahip, toksik olmayan bir bilesendir. Kuru haldeki aljinatlarin biinyesine
su alarak tekrar sisebilme yetenegi, kontrollii salima olanak saglamaktadir. Uzun yillardir
icecek ve gida endiistrisinde yogunlastiric1 (kalinlastirict), jellestirici ajan ve koloidal
stabilizor olarak kullanilmakta olan aljinatlar, ayn1 zamanda cesitli protein ve hiicre

dagilimi ve/veya tutuklanmasinda kullanilmaktadir.

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) yapisinda barindirdig: fenoller ve ugucu yag
ozelliklerinden dolay1 tibbi ve aromatik olarak kullanilan bir bitkidir. Ugucu yaglarin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda
biberiye tiirlerinden elde edilen ugucu yagin cesitli ekstrakt ve bilesimlerinde yer alan
baslica bilesenlerinden bazilarimin antimikrobiyal, antioksidan, radikal stipiiriicii ve

sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmektedir [13-15].

Biberiyede yer alan antioksidan molekiiller serbest radikal siipiiriicli olarak gérev
yapmakta ve karaciger dokusunda ksenobiyotikleri metabolize eden ya da hiicre 6liimii,
tiimor yayilimi, hiicre i¢i sinyal iletimi gibi fizyolojik siirecleri igeren belirli enzimatik
sistemlerin sentezlenmesi ve/veya aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar

[16,17].

Yukarida belirtildigi iizere ugucu yaglar, oda sicaklifinda ugucu formda olup,
oksijen, hava, sicaklik gibi ¢esitli etkilerle stabilitelerini ve etkilerini kolaylikla
yitirmektedir. Gastrointestinal bolge sivilarina ve/veya yiiksek pH kosullarina ¢ok diigiik
stabilite gOstermesi, emilim ve su c¢oziniirlikklerinin zayif olmasi, ucucu yaglardan
yararlanma noktasinda sikinti yaratmaktadir. Bu nedenle, ugucu yaglarin uygun
materyallerle kapsiillenmesi sonucu elde edilecek kapsiillenmis ugucu yaglar enzimatik
parg¢alanmalardan korunurken, kan akisinda daha etkin bir sekilde dagilim gostermekte

ve viicuttaki biyoyarayisliklar1 artmaktadir.

Bu tezin kapsami “Mikroenkapsiile biberiye esansiyel (ugucu) yagmin in vitro

antioksidan etkisinin incelenmesi” aljinat-nisasta ile mikroenkapsiile edilmis biberiye



ucucu yagmin in vitro antioksidan o6zelligi ve salim 6zelliklerinin in vivo intestinal

sistemini taklit eden bir sistemde in vitro incelenmesidir.

Biberiye yagiin ucucu olmasindan kaynaklanan kisa siireli etkisinin elimine
edilmesi, sistemik metabolizmasinin yiiksek olmasi ve bahsi gecen bu faydalarmin
incelenmesi nedeniyle mikroenkapsiilasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islemde yag/su
emiilsiyon yontemi yardimiyla ve de ¢oziiniirlik acisindan uygun bir materyal olan

aljinat-nisasta kullanimi ile biberiye ugugu yagi kaplanarak mikrokapsiil elde edilmistir.

Daha sonra elde edilmis olan mikrokapsiillerin etkinlikleri, salimlart ve
antioksidan etki diizeyleri belirlenmistir. Bu amagla serbest halde bulunan biberiye ugucu
yag ile kapsiil haline getirilmis biberiye ugucu yaglar1 ayri ayri analiz edilerek ve her iKi
formda antioksidan etki diizeyleri, salimlar1 ve etkinlikleri kiyaslanarak, birbirlerine kars1

uistiinliikleri ortaya konulmaya ¢aligilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Mikroenkapsiilasyon

Enkapsiilasyon, bir maddenin veya karisimin baska bir madde ya da sistem ile
kaplanmasi/hapsedilmesi olarak tanimlanmaktadir [18]. Enkapsiilasyonun temel amaci,
dis gevre tarafindan kaynaklanan bozulmalara karsi korumay1 ve belirli maddelerin
kontrollii salinimini saglamaktir [19]. Mikroenkapsiilasyon hassas bilesenlerin koruyucu
bir duvar materyali i¢inde fiziksel olarak sarilmasini ve karsit reaksiyonlardan, ugucu
kaybindan veya besinsel bozulmalardan ¢ekirdek materyallerin ya da bdyle bilesenlerin
korunmasini saglayan bir teknolojidir [20]. Mikrokapsiiller basitge kiire seklinde olup
cevresinde homojen bir duvar yer almaktadir. Mikrokapsiil i¢erisinde yer alanmadde veya
karisim ¢ekirdek, i¢ faz veya dolgu olarak ifade edilirken dis kisimda yer alan duvar ise
kabuk, kaplama, duvar materyali veya membran olarak isimlendirilmektedir [21].

Mikrokapsiillerin goriiniisleri ¢ekirdek materyalinin fiziko-kimyasal 6zelliklerine,
duvar materyalinin kompozisyonuna ve mikroenkapsiilasyon teknigine gore degisim
gostermektedir [22].

2.1.1. Kapsiil morfolojisi

Mikrokapsiillerin morfolojisi baslica kabuk kaplama islemine ve c¢ekirdek
materyaline baglidir [23]. Sekil ve yap1 bakimindan kapsiiller iki gruba ayrilmaktadir:
mikrokapsiiller ve mikrokiireler. Mikrokapsiiller, kapsiill membranini olusturan bir
polimer tabakasi ile kaplanmis olan ve aktif bileseni iceren bir i¢ ¢ekirdekten olusan
partikiillerdir. Tek cekirdekli ve ¢ok ¢ekirdekli mikrokapstiller ¢ekirdegin boliiniir olup
olmamasi tarafindan ayirt edilebilmektedir. Bunun aksine mikrokiireler ¢ekirdegin bir
polimer aginda muntazam bir sekilde ¢oziindiigli ya da dagildigr matriks sistemleridir.
Mikrokiireler ¢ekirdegin molekiiler durumuna ya da partikiillerin olusumuna bagl olarak
sirastyla homojen ya da heterojen olabilmektedir [24]. Mikrokiirelerin boyutu, yapisi ve
sekli iiretim siirecine ve ilgili materyallere baglidir [25]. Sekil 2.1° de farkl tipteki

mikrokapsiillerin morfolojileri gosterilmistir.



Sekil 2.1. Mikrokapsiillerin farkli tiplerinin morfolojisi. A: Matriks, B: Basit
mikrokapsiil, C: Diizensiz mikrokapsiil, D: Multi-duvarli kapsiil, E: Multi-¢ekirdekli
kapsiil, F: Bir araya gelmis mikrokapsiil [25].

Bununla birlikte mikropartikiiliin igyapisinin  morfolojisi, segilen kabuk

materyaline ve kullanilacak mikroenkapsiilasyon yontemlerine baglidir [26].

2.1.2. Kaplama materyali

Mikroenkapsiilasyon tekniginde kaplama materyali secilirken asagida belirtilen
ozellikler aranmalidir [27];

e Yiiksek konsantrasyonda reolojik 6zellikleri muntazam olmali

Kapsiilasyon sirasinda kolay islenebilmeli

e Emiilsiyon ve dispersiyon 6zelligi olmali ve ayrica emiilsiyon stabilitesi yiiksek
olmali

e Kaplama islemi esnasinda ve depolama sirasinda ¢ekirdek materyalin 6zelliklerini
bozacak sekilde reaksiyona girmemeli

e (Cekirdek materyalini kaplayabilmeli ve bunu hem kaplama islemi ger¢eklesirken

hem de depolama asamasindayken stabil bir sekilde muhafaza edebilmeli

e Istenilen ¢dzgende ¢dziinebilmeli ve Ucuz olmali

Kaplama materyalleri gesitli sentetik ve dogal polimerlerden segilebilmektedir
[24]. Baz1 enkapsiilasyon islemlerinde tek bir kaplama materyali gereken tiim 6zelliklere
sahip olmadig i¢in kaplama materyallerinin kombine edilmis formlar1 kullanilmaktadir
[25]. Hidrolize edilmis nisastalar (glikoz, laktoz, misir surubu solidleri ve maltodekstrin),
genel olarak koruma 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in bir ikincil kaplama materyali olarak

ilave edilmektedir [28].



Cizelge 2. 1. Mikroenkapsiilasyon tekniginde kullanilan kaplama materyalleri [27]

Kategori Kaplama materyali

Karbonhidratlar Nisasta
Maltodekstrinler
Chitosan
Misir surubu solidleri
Dekstran
Modifiye edilmis nisasta
Siklodekstrinler

Seliiloz Karboksi metil seliiloz
Metil seliiloz
Etilseliiloz
Seliiloz asetat-ftalat
Seliiloz asetat-biitilat-ftalat

Gumlar Gum arabic
Agar
Sodyum aljinat
Karragenan

Yaglar Wax
Parafin
Bal mumu
Diagilgliserol
S1v1 yaglar
Kat1 yaglar

Proteinler Gluten
Kazein
Jelatin
Albumin
Peptitler

2.1.3. Mikroenkapsiilasyon tekniginin uygulama alanlar:

Gilinimiizde mikroenkapsiilasyon, gida [29], tekstil [30], farmakoloji [31,32],
kozmetik [33], agrokimyasal [34], elektronik [35] gibi ¢ok genis bir yelpazede
kullanilmaktadir. Bu nedenle mikronekapsiilasyon teknigine olan ilgi giderek artmistir.
Green ve Schleicher karbonsuz kopyalama kagidi liretmek amaciyla jelatin ve arap
zamkinin kompleks faz ayrimi tarafindan mikroenkapsiillenmis boyalar1 elde etmeleri
sayesinde mikrokapsiillerin hazirlanmasi1 1950' lere kadar uzanmaktadir. 1960’ I1 yillarda,

jelatin ve akasyanin bir kompleks faz ayrimi ile kolesterik sivi kristalinin
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mikroenkapsiilasyonu ile 1stya duyarli bir goriintiileme materyali iretildigi rapor
edilmistir. Boylece 1970’ lerin ortalarindan bu yana, mikroenkapsiilasyon yontemi ilag
endiistrisi ve yani sira giinliik kullanim i¢inde pek ¢ok iiriin ve islemlerde giderek popiiler

bir hale gelmistir [26].
2.1.4. Gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon, gida sektoriinde genellikle, sivi damlaciklarin, kati
partikiillerin veya gaz bilesenlerin gida safliginda kaplama materyalleri ile ince bir film
icinde hapsedilmesinde kullanilan bir tekniktir [28]. Son yillarda fonksiyonel gidalarin
Ooneminin giderek artmasiyla beraber mikroenkapsiilasyon yontemi gida sektoriinde daha
onemli bir hale gelmistir [36]. Gida sistemlerinde mikroenkapsiilasyon ¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir. En yaygin amaci c¢ekirdek materyalini ¢evre kosullarima olan
reaktivitesini azaltarak bozunmadan korumaktir. Bu esasen bir fiziksel bariyer olarak
duvar materyalinin kullanim1 ile g¢ekirdek ve dis ortam arasindaki kiitle transferinin
kontrolii tarafindan gergeklestirilmektedir [37].

Gida driinleri icerisinde c¢ogunlukla kati ve sivi yaglar, aroma bilesenleri,
polifenoller, oleoresinler (cam regineleri), vitaminler, mineraller, enzimler ve bakteriler
(6rnegin baslaticilar ya da probiyotikler olarak hareket eden laktik asit bakterileri)
mikroenkapsiile edilmektedir [38, 18]. Kaplama materyali olarak ise cogunlukla nisasta,
maltodekstrin, maltoz, pullulan, sakkaroz gibi karbonhidratlar, jelatin, peynir alt1 suyu
proteinleri, polipeptonlar, soya proteinleri, kazein ve kazeinatlar gibi proteinler ve gam
arabik gibi gamlar kullanilmaktadir [36, 22].

Gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyon tekniginin kullanim amaclari;

e Nem, sicaklik, hava ve 151k gibi dis etkenlere karsi c¢ekirdek materyalinin
korunmasi,

e Cekirdek materyalin buharlasarak kaybolmasinin 6nlenmesi ve fiziksel
ozelliklerinin daha i1yi korunmasi,

e Kolay bir sekilde islenmesinin saglanmasi,

e Maddenin kaplanmasiyla birlikte tasinmasinin kolaylastirilmast,

e (Cekirdek materyalin dogru yerde ve dogru zamanda caligmasinin saglanmasi ve
tat ve kokusunun maskelenmesi,

e Bagka bilesenlerle reaksiyona girmesinin 6nlenmesi,



e Kiiciik miktarlarda kullanimi istendiginde seyreltilebilmesi ve seyreltmenin

homojen bir halde saglanmasi, seklinde siralanabilmektedir [27, 39, 40].

2.1.5. Mikroenkapsiilasyon yontemleri

Kaplama materyalleri igerisinde ¢ekirdek materyal olarak gida bilesenlerinin
mikroenkapsiilasyonu amaciyla birgok yontem kullanilmaktadir. Mikroenkapsiilasyon
yonteminin segilmesiesnasinda, ¢cekirdek ve kaplama materyallerinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ve kaplanacak olangida bileseninin kullanilacagi yer biiyiik bir 5neme sahiptir.
En uygun mikroenkapsiilasyon yontemi se¢imi, ¢ekirdegin tipine, mikrokapsiil
uygulamasina, gerekli partikiil boyutuna, ¢ekirdek ve duvarin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerine, gerekli salim mekanizmasina, iiretimin boyutuna ve maliyetine baglidir

[24].

Mikroenkapsiilasyon isleminde kapsiillerin olusturulmasi igin c¢esitli teknikler

kullanilmaktadir [27, 41]. Bunlar:

Piiskiirterek kurutma yontemi

Piiskiirterek dondurma yontemi

Akiskan yatak kaplama yontemi

Ekstriizyon yontemi

Dondurarak kurutma yontemi

Faz ayrim1 yontemi

Merkezka¢ kuvvetinin kullanildig: slispansiyon yontemi

Kokristalizasyon yontemi

© © N o g b~ w DR

Lipozom tutma yontemi
10. Inkliizyon komplekslesme yontemi

11. Emiilsifikasyon yontemi



Cizelge 2. 2. Farkli mikroenkapsiilasyon teknikleri ve her teknikte kullanilan islem

basamaklari [27]

Mikroenkapsiilasyon teknigi

Enkapsiilasyonun islem basamaklari

Piiskiirterek kurutma yontemi

Piiskiirterek dondurma yontemi

Akiskan yatak kaplama yontemi

Ekstriizyon yontemi

Dondurarak kurutma yontemi

Faz ayrim1 yontemi

Merkezkag¢ kuvvetinin kullanildigi
slispansiyon yontemi

Kokristalizasyon yontemi

LN

wNE A

N =

=

N =

Dispersiyonun hazirlanmasi

Dispersiyonun homojenizasyonu

Besleme dispersiyonunun kiigiik
parcaciklara ayrilmasi

Atomize edilmis partikiillerin dehidrasyonu
Dispersiyonun hazirlanmasi

Dispersiyonun homojenizasyonu

Besleme dispersiyonunun kiigiik
parcgaciklara ayrilmasi

Kaplama solusyonunun hazirlanmasi
Cekirdek partikiillerinin akigkanlastirilmast
Cekirdek partikiillerinin kaplanmasi

Erimis kaplama solusyonunun hazirlanmast
Erimis polimer igine cekirdegin
dispersiyonu

Dehidrasyon sivist sayesinde c¢ekirdek-
kaplama karigiminin sogutulmasi

Kaplama solusyonunun i¢inde ¢ekirdegin
karistirilmasi
Karisimin dondurarak kurutulmasi

Ug-karismaz kimyasal fazin olusturulmasi
Kaplamanin ¢oktiiriilmesi
Kaplamanin katilagtirilmasi

Kaplama materyalinin i¢inde c¢ekirdegin
karistirilmasi

Donen bir disk lizerine karisimin dokiilmesi
Kurutma

Stiper doymus sukroz soliisyonunun
hazirlanmast

Stiper doymus soliisyona ¢ekirdegin ilavesi
Sukroz kristalizasyon sicakligina ulastiktan
sonra 6nemli 1s1 emisyonu




=

Mikro akiskanlastirma
Ultrasonikasyon
3. Ters faz evaporasyonu

Lipozom tutma yontemi

N

Inkliizyon komplekslesme ydntemi 1. Karistirma, 6glitme ya da piiskiirterek
kurutma tarafindan komplekslerin
hazirlanmast

Emiilsifikasyon yontemi 1. Kaplama materyali ile ¢ekirdegin
karistirilmasi

2. Karisimin CaCl; soliisyonuna
damlatilmasiyla kiirelerin elde edilmesi
Filtrasyon

4. Kurutma

w

2.1.5.1. Piiskiirterek kurutma yontemi

Piiskiirterek kurutma yontemi, gida endiistrisinde su miktarinin ve su aktivitesinin
azaltilmasi ile birlikte tiriinlerin mikrobiyolojik stabilitelerinin saglanmasi, kimyasal ya
da mikrobiyolojik bozulmalarin 6nlenmesi, triinlerin kendine 6zgii 6zelliklerinin
korunmasi ve depolama ve tasima maliyetlerinin azaltilmasi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir [21, 42, 43].

Piiskiirterek kurutma yontemi en yaygm kullanilan mikroenkapsiilasyon
yontemidir. Bu yontemin avantajlarindan biri, donanim temininin kolay olmasi ve islem
maliyetinin diger yontemlere gore nispeten daha diisik olmasidir. Bu yontem
tekrarlanabilirdir ve endiistriyel uygulamalara uygundur. Piskiirterek kurutma
yonteminin dezavantaji ise uygulama alaninin kii¢iik olmasidir. Ayrica yiiksek sicaklik
uygulamasi ile bakterilerin canliliklar1 azalabilmektedir. Bunu engellemek igin, ortama
kurutma 6ncesi koruyucular eklenebilmektedir [44].

Piiskiirterek kurutma yonteminde dncelikle ¢ozeltiye basing uygulanmaktadir ve
sonrasindabir “sis” olusturmas: i¢in kurutma bdlgesinde kiigiik pargaciklara
ayrilmaktadir. Hava ya da azot gibi bir sicak gaz kurutma bolmesine iiflenmektedir. Bu
sicak gaz sayesinde ¢oziiciiniin buharlagsmasi saglanmaktadir. Daha sonra elde edilen
kapsiiller geri kazanim i¢in bir siklon ayiriciya tasinmaktadir [41].

Mikroenkapsiilasyon islemi i¢in pliskiirterek kurutma yontemi kullanilarak dogal,
yenilebilir, ucuz, gida safliginda, kokusuz, tatsiz ve gida bilesenleri ile reaksiyona girerek
triinlin asil Ozelliklerini degistirmeyen kaplama materyalleri olan karbonhidratlar

(maltodekstirinler,  laktoz, pullulan, chitosan, dekstroz v.s.), secliilozlar
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(karboksimetilseluloz, metilseluloz, etilseluloz v.s.), gamlar (agar, akasya gami, sodyum
aljinat) ve proteinler (gluten, kazein, jelatin) kaplama materyali olarak kullanilmaktadir
[21, 45].

Gida endiistrisinde piiskiirterek kurutma tarafindan mikroenkapsiilasyon, yaglar
ve lezzet maddeleri gibi kuru stabil gida katki maddelerinin hazirlanmasinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Piskiirterek kurutma proteinler, karbonhidratlar ve gumlar gibi
duvar materyallerinin yogun soliisyonu ile genelde yag olan ¢ekirdek materyalin
emiilsifikasyonunu, kiiciik pargaciklara ayrilmasimmi ve emiilsiyonun kurutulmasini

icermektedir [46].

2.1.5.2. Piiskiirterek dondurma yontemi

Piiskiirterek dondurma yontemi vitaminler, mineraller ve aromalarda dahil olmak
tizere hassas, kati gida katki maddelerinin 1s1l islem esnasinda buharlagmasini
geciktirmek amaciyla ¢ogunlukla uygulanmaktadir [47]. Piskiirterek dondurma ile
mikroenkapsiilasyon diisiik sicakliklardan faydalanmasi ve biiyiik dlgekli iiretimlerde
yiiksek potansiyele sahip olmasi sebebiyle en ucuz enkapsiilasyon teknigi olarak kabul
edilmektedir [24].

Kapsiil kaplama materyali olarak genelde mumlar, yag asitleri, suda ¢oziiniir ve
¢oziinmez polimerler ve ayrica monomerler kullanilmaktadir. Piiskiirterek dondurma
yontemi ile elde edilen kapsiiller, plskiirterek kurutma yontemiyle elde edilen
kapsiillerden daha biiyiik yiizey alanina sahiptir. Elde edilen kapsiiller ¢evre sartlarina
karsi koruma saglamak icin ek bir kabuk ile kaplanabilmektedirler. Piskiirterek
dondurma yonteminin dezavantaji yiiksek enerji kullanimi ve uzun igleme siiresinden
dolay1 piiskiirterek kurutmadan 30-50 kat daha fazla maliyet gerektirmesidir [44]. Bu
yontem c¢ekirdek materyaliyle ¢ozeltinin hazirlanmasi, kaplama materyalinin
katilastirilmas1 ve kaplama materyalinin taginmasi (ekstraksiyon ya da evaporasyon)

olmak iizere ii¢c temel asamay1 igermektedir.

2.1.5.3. Akigkan yatak kaplama yontemi

Akiskan yatak kaplama yontemipiiskiirterek kurutma yontemine benzerdir. Sivi
malzemenin bir tabakasi yiiksek basingli aerosol ig¢inde bir ¢ekirdek materyal {izerine
puskiirtiilmektedir. Piskiirterek kurutma ve akiskan yatak kaplama arasindaki fark

¢ekirdek malzemenin daha dnceden toz haline getirilmis olmasidir [47]. Akiskan yatak
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kaplama yontemi, hidrojene edilmis bitkisel yaglar, yag asitleri, emiilgatorler, stearinler
ve mumlar ya da maltodekstrinler, nisastalar, sakizlar gibi ¢oziicli bazli kaplamalar gibi
sicak-eriyik kaplamalarda kullanilabilmektedir [27].

Gida endistrisinde akigkan yatak kaplama yontemi beslenmede destekleyici
olarak kullanilan C vitamini, B vitaminleri, demir siilfat, sodyum askorbat, potasyum
klorid, demir fumarat ve gesitli vitamin mineral karisimlari gibi besinsel maddelerin
enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir. Et endiistrisinde ise renk ve aromanin gelistirilmesi
amaciyla ¢esitli gida asitleri akiskan yatak kaplama yontemi ile enkapsiile edilmektedir
[22].

2.1.5.4. Ekstriizyon yontemi

Ekstriizyon yontemi genellikle aroma maddelerinin kaplanmasi amaciyla
kullanilmaktadir [27]. Bu yontem, ¢ok-degerlikli iyon ile temas ettiginde ¢ekirdegi
immobilize eden bir polisakkarit jeli ilizerine dayanmaktadir. Ekstriizyon yontemi,
¢ekirdegin bir sodyum aljinat soliisyonu igerisine dahil edilmesini igermektedir. Bu
karisim ¢ap1 azaltilmis bir pipet ya da siringa yardimiyla kalsiyum klortir (CaCly) gibi bir
sertlestirme ¢ozeltisi i¢ine damla damla ilave edilmektedir [24]. Kaplama materyali
olarak genellikle sakkaroz, maltodekstrin, glukoz surubu, gliserin ve glukoz
kullanilmaktadir [44].

Bu yontemin baslica avantaji, oksijene karsi neredeyse gegirimsiz olan bir bariyer
saglamasidir ve bu sayede de aroma bilesiklerinin raf Omriinii uzatmasidir [48].
Dezavantaj1 ise ekstriizyon yontemi tarafindan elde edilen kapsiillerin oldukg¢a biiytlik
boyutlarda (tipik olarak 500-1000 mm) olmasi nedeniyle agiz hissinin 6énemli oldugu
uygulamalarda kullanim alaninin sinirlt olmasidir. Bunlara ilaveten ¢ok sinirli sayidaki

duvar materyalleri ekstriizyon yoluyla enkapsiilasyonda kullanilmaktadir [24].

2.1.5.5. Dondurarak kurutma yontemi

Dondurarak kurutma yontemi, donmus materyalin bir vakum siiblimasyon iglemi
altinda dehidratasyonunu icermektedir. Bagka bir deyisle yiiksek sicakliklara numuneyi
gondermeden bilesenden suyun uzaklastirilmasidir. Yiiksek sicakliklara bagli olan
degisimleri minimize ettigi i¢in bu yoOntemle miilkemmel kalitede {iriinler elde

edilmektedir. Genellikle esanslarin/6zlerin  ve aromalarin  enkapsiilasyonunda
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kullanilmaktadir. Fakat yiiksek maliyeti ve uzun islem siiresi liyofilizasyon yonteminin

ticari olarak uygulanabilirligini azaltmaktadir [24].

Dondurarak kurutma islemi {riiniin dondurulmast ve buz kristallerinin
siiblimasyonla iiriinden uzaklastirilmasi temeline dayanmaktadir. Bu yontem {i¢ asamada
gerceklesmektedir; dondurma asamasi, temel kurutma asamasit ve ikinci kurutma
asamast. Dondurma asamasinda; soklama veya derin dondurucuda gidadaki suyun buz
kristalleri haline doniistiiriilmesi, temel kurutma asamasinda; buz kristallerinin
stiblimasyonla tiriinden uzaklastirilmasi, ikinci kurutma asamasinda ise gidada bulunan

bagli suyun uzaklastirilmasi saglanmaktadir [44].

2.1.5.6. Faz ayrim yontemi

Faz ayrim1 yontemiyle mikrokapsiilasyon baslangi¢ soliisyonundan bir veya daha
fazla hidrokolloidin faz ayrilmasi gostermesidir ve daha sonra ayni reaksiyon ortami
icerisinde siispansiyon ya da emiilsiyon haline getirilmis etkin bilesen ¢evresinde yeni
olusturulmus olan ayrilmis fazin ¢oktiiriilmesidir. Faz ayrimi yontemi ile hazirlanmig
mikrokapsiiller, suda ¢éziinmeyen, isiya, mekanik strese ve siirekli salinima dayanikli
miikemmel kontrollii salinim o6zelliklerine sahiptir. Bu mikroenkapsiilasyon teknigi
aroma yaglarmin, vitaminlerin, kasein hidrolisatin ve ilaglarin enkapsiilasyonunda

kullanilmaktadir [49].

Kontrollii salinimin amaglandigi durumlarda kompleks faz ayrimi yontemi
ozellikle uygulanabilirdir. Ciinkii bu islemle kaplama materyali iginde aktif bilesenin
tamamen korunabildigi gercek kapsiiller tretilmektedir. Kompleks koaservasyon
yontemiyle daha ¢ok hidrofobik bilesenler enkapsiile edilmektedir. Hidrofilik bilesenlerin

enkapsiilasyonunun zor olmasi dezavantajidir [50].

2.1.5.7. Merkezka¢ kuvvetinin kullanildig: siispansiyon yontemi

Merkezkag kuvvetinin kullanildig: siispansiyon yontemi prensip olarak ¢ekirdek
ve duvar materyallerinin karistirtlmasin1 ve daha sonra doner bir diske eklenmesini
icermektedir. Sonra bu c¢ekirdek materyaller kalan sivinin kaplanmasiyla diskten
uzaklagtirllmaktadir. Diskten ¢ikarildiktan sonra bu mikrokapsiiller kurutulmakta ya da
dondurulmaktadir. Biitiin bu islemler ¢ok kisa bir slirede gerceklesmektedir. Katilar,

sivilar ya da 2 mm ila 30 mm'lik siispansiyonlar bu sekilde kapstillenebilmektedir.
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Kaplamalarin kalinligi 1-200 mm olabilmekte ve yaglari, polietilen glikoli, digliseritleri
ve diger eriyebilir maddeleri de igerebilmektedir. Gidalar i¢in son derece uygun bir
yontemdir. Bu uygulama aspartam, vitaminler ya da metionin gibi hali hazirda nemi

absorplayan ya da hassas olan gidalar1 korumak i¢in kullanilmaktadir [27].

2.1.5.8. Kokristalizasyon yontemi

Kokristalizasyon, sakkaroz matrisi ile ¢ekirdek materyalin birlesmesi sonucu
ortaya ¢ikanbir kaplama yontemidir. Sakkaroz surubu siiper doygun hale gelecek sekilde
konsantre edilmekte ve sicaklik kristalizasyonu Onleyecek sekilde ayarlanmaktadir.
Onceden belirlenen miktar kadar ¢ekirdek materyal kuvvetli bir sekilde karistirilan
yogunlastirilmis surup igerisine ilave edilmektedir. Karistirma isleminin yardimiyla

sakkaroz ve cekirdek materyal i¢ ice gecerek kapsiilleme islemi gerceklestirilmektedir

[22].

2.1.5.9. Lipozom tutma yontemi

Lipozomlar bir veya daha fazla es merkezli fosfolipit tabakalarindan diizenlenen
kiiresel kesecikleri kapsamaktadir. Lipozomlar biyoparcalanabilir, biyouyumlu, toksik
olmayan ve bagisiklik olusturmayan yapilardir [51]. Lipozomlar, ugucu yaglarin
coziinlirliiklerini ve kimyasal kararliliklarmi gelistirerek boyle dogal bilesikleri
biinyesine almada etkili bir yaklasim sunmaktadir [52]. Son zamanlarda lipozomlarin
virozomlar ve uyaricilara duyarl lipozomlar gibi yeni tipleri gelistirilmistir [53]. Lipit ve
sulu fazlara sahip olmasi nedeniyle lipozomlar, suda ¢Oziliniir materyallerin, yagda
¢oziiniir materyallerin ve amfilik materyallerin kapsiillenmesinde ve saliniminda
kullanilmaktadir.

Lipozom tutma yonteminin baglica avantajlari, uygun zamana kadar enkapsiile
edilmis materyalin saklanabilmesi ve salinim oranmin kontrol edilebilir olmasidir.
Enkapsiilasyonda kullanilan lipozomlar tadin kararli hala getirilmesinde ve depolama
stabilitesinin arttirilmasinda etkili olmaktadir. Lipozomlar sagliga olumlu etkileri olan
bilesenleri sistem i¢ine alarak ve bunlari kapsiile ederek gidalarin biyolojik yararliliklarini

ve dolayisiyla besinsel 6zelliklerini artirmaktadirlar [44].

2.1.5.10.Inkliizyon komplekslesme yontemi
Inkliizyon komplekslesme, diger molekiilleri tutmak ya da enkapsiile etmek

amaciyla kaplama materyali olarak f-siklodekstrinler gibi siklik polimerlerin

14



kullanildig1 bir enkapsiilasyon yontemidir. Yaklasik 0,65 nm capinda olan bu i¢ bosluk
ucucu yag bilesiklerinin dahil edilmesine izin vermekte ve bir veya daha fazla aroma
ucucu molekiillerini tutabilmektedir [27]. Bu siklodekstrin molekiilleri lezzet maddeleri,
renk maddeleri ve vitaminler gibi diger molekiiller ile kompleks olusturmakta ya da
tutulan halka seklindeki oyuk merkezlerine sahip olmaktadir. inkliizyon kompleksleri
oksijen, 151k ve radyasyona kars1 stabildir [47].

Inkliizyon komplekslesme de hayli ¢dziinmez konuklarin ¢oziiniirliigiiniin
gelistirilmesi, goriiniir ya da UV 15181n, 1s1nin ve oksidasyonun pargalayici etkilerine karsi
dayaniksiz olan konuk molekiillerin stabilizasyonu, uyumsuz bilesiklerin fiziksel
izolasyonu, kromatografik ayrilmalar, kotii kokularin ve aromalarin maskelenmesi ile
tadin modifikasyonu ve ilaglarin ve aromalarin kontrollii salinim1 gibi konuk molekiiliin

bazi 6zellikleri degistirilebilmektedir [54].

2.1.5.11. Emiilsifikasyon yontemi

Emiilsifikasyon oncelikle duvar materyalinin bulundugu organik solvent icine
¢ekirdegin disperse edilmesidir. Daha sonra bu dispersiyon, emiilsiyon stabilizoriinii
iceren su ya da yag icine emiilsifiye edilmektedir. Bu organik solvent karigtirma altinda
evaporasyon tarafindan uzaklastirilmaktadir ve ¢ekirdegin kapsiillendigi yogun polimer

globiillerinin olusumunu saglamaktadir [24].

Emiilsifikasyon, uygulamasi kolay bir yontemdir. Emiilsifikasyon yonteminde
dikkat edilmesi ve iizerinde durulmasi gereken en Onemli asama karistirma ya da
homojenizasyon iglemidir. Homojenizasyon islemi, mikroenkapsiile edilecek ugucu yag
ve elde edilecek kapsiil boyutu {izerinde dogrudan etkili olmaktadir. Kapsiil boyutu
kullanilan homojenizerin O6zelliklerine gore degisim gostermektedir. Bu nedenle,
mikroenkapsiilasyon islemi sirasinda amaca en uygun homojenizer secilmesi
gerekmektedir [55, 56].

Emiilsifikasyon yonteminde kaplama materyali olarak aljinat, pektin ve
karragenan gibi hidrokoloidler kullanilmaktadir [44]. Olusan jel boncuklar1 hiicre i¢in ek
koruma saglayan bir kaplama tabakasi olusturmak amaciyla ikinci bir ¢ozelti igine
daldirilarak yeniden kaplanabilmektedir [42, 43]. Emiilsifikasyon yonteminde daha
kiigiik ¢aplarda boncuklar elde edildigi i¢in ¢ok asamali uygulamalara uygun olmaktadir
[44].
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Cizelge 2. 3. Enkapsiile edilmis gida bilesenleri ve onlarin gida endiistrisinde

uygulamalari [27]

Gida Ornekler Tercih edilen Uygulamalar
bilesenlerinin uygulama
kategorisi tarzi
Asitligi Laktik asit, Akigkan yatak Et ve et iiriinlerinde renk ve
diizenleyiciler vitamin C, kaplama aroma gelisimine yardimci olur.
asetik asit, sorbik  Ekstriizyon Pisirme endiistrisinde, isleme ve
asit, potasyum yontemi sonraki pisirme islemi sirasinda
sorbat, kalsiyum karbondioksit salintmini kontrol
propiyonat ve etmek i¢in kararli asitler ve
sodyum klorit kabartma tozu ilave edilir.
Aroma maddeleri  Limon yagi, Inkliizyon Sivi aromalari, kararli ve serbest
nane yagi, komplekslesme, akislh tozlar haline doniistiirmek
sarimsak yagi Ekstriizyon i¢in kullanilir.
Piiskiirterek
kurutma
yontemi

Tatlandiricilar

Renklendiriciler

Yaglar

Vitaminler ve
mineraller

Enzimler ve

mikroorganizmalar

Sekerler
Aspartam

Annatto
S-karoten
Turmeric

Balik yag1
Linolenik asit
Palmitik asit
Sardalya yag1

Yagda ¢oziinen:
vitamin A, D, E
ve K

Suda ¢oziinen:
vitamin C, B,
folik asit

Lipaz, intervaz
Brevibacterium
linens

Kokristalizasyon
Akigkan  yatak
kaplama

Ekstriizyon
Emiilsifikasyon
yontemi

Piiskiirterek
kurutma
Liyofilizasyon
yontemi

Koaservasyon
Inkliizyon
komplekslesme
Piskiirterek
kurutma
yontemi

Koaservasyon
Piskiirterek
kurutma
yontemi
Lipozom tutma

Higroskopisiteyi azaltmak,
akiskanlig gelistirmek ve tatlilik
algisii uzatmak i¢in kullanilir.

Enkapsiile edilmis renk
maddelerinin  iglenmesi daha
kolaydir ve daha gelismis
¢Oziintirliik sundugu i¢in
kullanilir.

Isleme ve depolama esnasinda
oksidatif bozulmayr o6nlemek
icin kullanilir.

Istenmeyen lezzetleri azaltmak,
besinlerin zamana bagh
salinimini saglamak, sicaklik ve
nemin asirt oldugu yerlerde
stabiliteyi arttirmak ve her bir

besinin  diger  bilesenlerle
etkilesimini  azaltmak  i¢in
kullanilir.

Kararhiliklar1  gelistirmek ve

olgunlagma siiresini azaltmak

i¢in kullanilir.
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2.2. Ucucu (esansiyel) Yaglar

Ugucu yag, bitkilerden ve Dbitkilerin farmakolojik bilesenlerce etkin olan
bolgelerinden ekstraksiyon ya da distilasyonla elde edilen, ¢ogunlukla renksiz veya agik
sar1 renkte olan, oda sicaklifinda genellikle sivi formda bulunan, su ile siiriiklenme
Ozelligine sahip yagimsi karisimlardir. Bulundugu bitkiye karakteristik 6zellik saglayip
bitkiye ait koku, yakici lezzet veren ¢ok sayida kimyasal bilesenden olusmaktadir. En

belirgin 6zellikleri ugucu ve kokulu olmalaridir.

Sahip oldugu suda hafif ¢ozliniirliik 6zelligi ile biinyesine aldigi koku ve aromay1
suya verebilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu basglica terpenler, alkoller,
esterler, aldehitler, ketonlar, fenoller ve eterler gibi c¢ok sayida ve farkhi

konsantrasyonlarda bileseni barindirmaktadir.

Ucucu yaglar ve bitkilerin ¢esitli ekstraktlar1 dogal triinlerin kaynaklar1 olarak
ilgiyi artirmistir. Ugucu yaglarin pek ¢cok enfeksiyonlu hastaliklarin tedavisinde alternatif
ilaclar olarak potansiyel kullanimlar1 gosterilmistir [57]. Bu metabolitler farmakoloji, tip,
klinikal mikrobiyoloji ve fitopatoloji alanlarinda ve gida muhafazasinda uygulanmis ve

etkileri gosterilmistir [58].

Aromatik bitkilerden, isopren birimlerinden olusan ugucu C10 ve C15 terpenler
tiretilmektedir. Ugucu yaglar olarak bilinen bu kaynaklar buhar distilasyonu ya da diger
modifiye edilmis metotlar tarafindan bitkilerin ¢esitli pargalarindan izole edilmektedir.
Siklik ya da siklik olmayan cesitli terpen hidrokarbonlar ve onlarin oksijenli isoprenoit

bilesikleri karigim olarak ugucu yaglarin i¢inde mevcuttur [59].
Bir bitkisel ugucu yagin kimyasal kompozisyonu,

e (Cevresel kosullar,

e Aromatik bitkilerin toplandig: sezon,

e Dehidrasyon islemi,

e Ucucu yag ekstraksiyonuna kadar toplanmais bitkilerin depolama kosullari,
e Ucucu yagin izolasyonunda uygulanan yontem,

e Bilesenlerin belirlenmesinde kullanilan analiz  kosullar1  (kolon,

programlanmis sicaklik), gibi pek ¢ok parametreye baglidir [59].
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Yag oksidasyonu yagin kalite niteliklerini ve raf Omriinii etkileyen en dnemli
faktorlerden biridir. Oksidasyon gidalarin tat, koku, doku, lezzet ve goriiniimiinde
istenmeyen degisikliklere neden olmakta ve yagda eriyen vitaminleri yok etmektedir.
Ayrica yaglarin bu oksidatif bozulmasi insan sagliginda dogrudan tehdit olusturabilecek

biyolojik membranlara, enzimlere ve proteinlere zarar verebilmektedir [14, 60].

Sadece insan viicudundaki serbest radikallerin sagliga zararli tahmini etkilerini
degil ayn1 zamanda gida bilesenlerindeki yaglarin ve diger bilesenlerin bozulmasini
engellemek amaciyla o6zellikle fenoller gibi dogal antioksidanlara olan ilgi giderek
artmistir [13]. Ugucu yaglarin bu antioksidan 6zelligi dogal gida katki maddeleri olarak
kullanimi destekleyen fiziko-kimyasal metotlar ile in vitro olarak gosterilmistir [58].

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ekstrakti giiglii antioksidan kapasitesi ve
yagda c¢oziinme Ozelligi nedeniyle popiiler olan dogal bir antioksidandir ve Avrupa
yonetmeliklerinde resmen kabul edilmistir. Dogal bir antioksidan olarak biberiye
ekstrakti kullanimi ilk olarak 1955 yilinda Rac ve Ostric-Matijasevic tarafindan
bildirilmistir. Wu ve ark. (1982), dogal bir antioksidan olarak biberiye ekstraktinin BHT
ve BHA’ dan daha iyi bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu bildirilmistir. Chen ve
ark. (1992), biitiin biberiye ekstraktlarinin lipid oksidasyonu iizerinde giiglii inhibitor
etkiler gosterdiklerini bildirmislerdir. Biberiye ekstraktinin antioksidan kapasitesi, tekli
oksijeni, hidroksil radikalleri ve lipid peroksil radikalleri toplayan ve dolayisiyla lipid
oksidasyonunu engelleyen fenolik diterpenlerin varligina atfedilmistir. Biberiye
ekstraktinda fenolik diterpenlerin {i¢ tipi vardir: karnosik asit, karnosol ve rosmanoldur
ve baglica fenolik diterpen olarak karnosik asit bulunmaktadir. Buna ek olarak, dnceden
yapilmigbir ¢alismada karnosik asitin biberiye ekstraktindaki en aktif antioksidan bileseni
oldugu belirtilmistir [60].

2.2.1. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Sicilya adasinin baskin rol oynadig1 Akdeniz bdlgesi, yaz mevsiminin sicak ve kis
mevsiminin de hafif gegmesiyle karakterize edilmis pozisyonu ve kiy1 uzanimi nedeniyle
kendine has bir ¢evredir. Bu iklim biiyiik bir biyocgesitlilik sunmakta ve bu bolgede
Lamiaceae familyasina ait ¢ok sayida aromatik bitkiler optimal yasam bulmaktadir.
Ozellikle biberiye cesitli 6zellikleri ve uygulamalari nedeniyle en ilging aromatik

tiirlerden biridir [61].
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Biberiye (Rosmarinus officinalis L.), kozmetik ve tip alanlarinda, gidalarda
tatlandiric1 olarak veya siis bitkisi olarak ya da bir baharat olarak yemeklerin pisirilmesi
sirasinda yaygin bir sekilde kullanilan ve bazi hastaliklara ¢are olarak geleneksel tipta 1yi
bilinen, diinyanin pek c¢ok yerinde oOzellikle Akdeniz bolgesinde yetisen, yaprak
dokmeyen, yogun bir sekilde bulunan, dogal aromatik bir ¢ali (Lamiaceae) 'dir [62, 63].
Gida iiriinlerinde biberiye gibi bitkiler hos bir tat ve aroma saglamak icin yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Akdeniz mutfaginin lezzetlendiricisi olarak aromatik bir bitki
olan biberiye kullanimi1 genis 6lclide yer bulmaktadir. Bununla birlikte lezzet katkilarinin
yani sira biberiye fenolik asitler, flavonoidler, diterpenler ve fenolik triterpenler gibi

bilesiklerin varligi ile baglantili olan antioksidan aktivitesine de sahiptir [14].

Ugucu vyaglar bitkilerden ekstrakte edilmis dogal {irlinlerdir. Rosmarinus
officinalis L.” nin ugucu yagi genellikle gelencksel hidrodistilasyon ya da organik solvent
ekstraksiyonu tarafindan taze yapraklardan izole edilmektedir. Aromalar oksidasyonun,
kimyasal interaksiyonlarin ve volatilizasyonun bir sonucu olarak degisebilen duyusal
alginin kararsiz bilesenleri ve ugucu maddelerin kompleks karigimlaridir. Boyle kimyasal

bilesenler nem, sicaklik ve oksijene duyarlidir [39].

Tarih boyunca biberiye tibbi madde olarak renal kolik ve dismenore tedavisinde
kullanilmistir. Ayrica, solunum yolu bozukluklarinin neden oldugu semptomlar:
hafifletmek igin ve sa¢ biiylimesini tesvik etmek i¢in kullanilmistir. Biberiye ekstraktlari
anksiyete ile ilgili kosullar1 tedavi etmek ve uyanikligi artirmak igin aromaterapide
kullanilmaktadir [62]. Biberiyenin antimutajenik ve etkili bir kemopreventif ajan oldugu

bilinmektedir ve hayvan modellerinde non-toksik 6zellik gostermistir [64].

Tibbi agidan kullanilan bir bitki olarak biberiye, birgok iilkede resmi farmakoloji
indeksinde listelenen ve etkinligi biiyiik 6lglide kabul edilen bitkiler havuzuna aittir.
Biberiyenin cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bulunmustur ve hafizay:
gelistirmede, ndrodejeneratif hastaliklar ve hipertansiyonun tedavisinde, antidepresan
olarak ve onun antikanserojenik, anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antitrombotik ve
antioksidan ozelliklerinden otiirii kullanilmaktadir. Yukarida belirtilen 6zelliklerinin
cogu biberiye ekstraktlarinin bircok fitokimyasal c¢alismalarinda tanimlanan polifenol

tiirevlerinin varligindan, diger bir deyisle flavonoidlerin (genkwanin ve cirsimaritin),
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aromatik terpenoidlerin (karnosol ve karnosik asit) ve organik asitlerin (rosmarinik asit
ve kafeik asit) varligindan kaynaklamaktadir [61]. Kimyasal a¢idan bakildiginda biberiye
ucucu yagi cineoliferum (1,8-cineoliin yiiksek igerigi), camphoriferum (camphorun
yiiksek igerigi) ve verbenoniferum (verbenonun yiiksek igerigi) olarak {i¢ gruba
ayrilmaktadir. Fakat, diger ilgili bilesiklerin goreceli bolluklarina gore bagka
kemotiplerde tanimlanmistir ve dogadan toplanan diger aromatik yaglari iceren otlar gibi

biberiye popiilasyonlari da belirli bir kompozisyon karmasikligi géstermistir [61].

Rosmarinus L. cinsi, ugucu yaglarin Kkalitesi bakimindan genis Olgilide
degerlendirilmistir. Akdeniz bolgesi bes tiir igermektedir: Rosmarinus officinalis
L.,Rosmarinus eriocalyx Jourdan ve Fourr, Rosmarinus laxiflorus (De Noé) Batt.,
Rosmarinus lavandulaceus Batt. veRosmarinus tomentosus Huber-Morath ve Maire. R.
officinalis L.,bir diploittir (2n = 2x = 24) ve allogamous tiirler, ¢cogunlukla Akdeniz
havzasinda yetismektedir. R. officinalis L., ugucu yaglar1 ve fenol biyolojik 6zellikleri

sebebiyle en ¢ok talep goren tiirdiir [58].

Biberiyenin kimyasal bilesimi 6zellikle baslica bilesenler olarak 1,8-cineole,a-
pinene, S-pinene, limonene, borneol, camphor, camphene ve verbenone i¢eren ugucu yag
bilesimine baglidir. Biberiyenin insan ve hayvan sagliginda ve gida korunmasinda etkisi
olan cogunlukla antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikleri ve bir¢ok biyolojikal
aktiviteleri bilesimindeki ugucu yaglara dayandirilmaktadir. Biberiyeden ekstrakte edilen
bilesenler antioksidan aktivitesi [63] yaninda antikanserojenik ve antimikrobiyal aktivite

[65] gibi farmakolojik ve tibbi 6zelliklere sahiptir.

Ispanya, Fas ve Tunus gibi Akdeniz havzasi iilkeleri ve bununla birlikte Amerika
Birlesik Devletleri ve Meksika baslica iiretici iilkelerdir. Bununla birlikte distilasyon
verimi kuru bitkinin 100 g’ 1 basina 0,8-2,5 g ucgucu yag arasindadir [63]. Dahasi
distilasyon kat1 kalintilar1 hala antioksidan, antimikrobiyal, antikanserojenik, anti-
inflamatuar, antidiyabetik, diiiretik, antitrombotik, antiiilserojenik ve antinosiseptif
Ozelliklere sahip flavanoidleri, karnosik asiti, carnosol, rosmanol ve rosmarinik asit dahil
olmak {izere ugucu olmayan degerli bilesenleri icermektedir. Boyle oOzellikler bu
kalintilari, kozmetik {irtinlerindeki yaslanma karsit1 bilesenlerin ya da gida ve yemdeki
koruyucularin ve saglig1 destekleyici bilesenlerin kaynagi olarak olduk¢a umut verici hale

getirmekte ve ayn1 zamanda tiriine ek bir fayda saglayabilmektedir [63].
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2.3. Aljinat

Aljinatlar kahverengi deniz yosunu tlrlerinin (Phaeophyceae) hiicre
duvarlarindan izole edilmis olan bir poliiironik sakkarittir ve belli toprak bakterileri
(Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas aeruginosa gibi) tarafindan bir ekstraseliilar
matriks olarak tiretilmektedir [66, 67]. Aljinatlar (1-4) bagl -p-mannuronik asit (M) ve
a-L-guluronik asitten (G) olusan bir anyonik polisakkarittir [68].
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Sekil 2.2. Phaeophyceae tiirleri Sekil 2.3. Laminaria hyperborea

Aljinat p-p-mannuronik asit (M) ve a-L-guluronik asit (G) gibi fonksiyonel
bilesenlerine ayrilabilen, diisiik maliyetli, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir bir
polimerdir [69]. Bu polimer, ilag ve ilag iletim ve salinim uygulamalari [70,71], doku
miithendisligi [72-74] ve ¢evre korumasi gibi birgok alanda kullanilmaktadir.

Bu polimer iki degerli katyonlarin varliginda ya da aljinat soliisyonuna ilave
edildiginde kararli bir hidrojel olusturma yetenegi sayesinde oOzellikle su aritmada
kullanilmaktadir [75, 68, 76]. Bu ilging ve yararli 6zellik onun bilesiminin dogrudan bir
sonucudur.

Aljinatin gidalardaki endiistriyel uygulamalari; su tutma yetenegi, jellestirme,
viskozlagtirma, kararli hale getirme, tekstiir gelistirme ve emdiilsifiye etme gibi

ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.

2.3.1. Aljinatin tarihcesi

[lk olarak bir Ingiliz kimyaci olan E. C. C. Stanford 12 Ocak 1881 tarihli patent
ile aljinat1 (kahverengi deniz yosunundan ‘aljinik asit’ in hazirlanmasi ile) tanimlamaistir.
1926 yilinda, bagimsiz olarak galisan bazi gruplar {ironik asitin aljinik asitin bir bileseni
oldugunu  kesfetmislerdir. Daha  sonra yapilan arastirmalarda  aljinatin
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hidrolizati i¢cinde p-mannuronik asit tespit edilmistir. Fischer ve Dorfel aljinik asitin
hidrolizatlar1 i¢inde mannuronik asitten farkli bir iironik asit varligint kesfetmislerdir.
Uronik asit L-guluronik asit olarak tanimlanmustir. Aljinat daha sonra a-L-guluronik ve j-
p-mannuronik kalintilarindan olusan bir ikili kopolimer olarak kabul edilmistir. Aljinat
molekiilii i¢indeki tironik asit kalintilar1 arasindaki baglarin dogasi, seliiloz gibi f-1,4

olarak belirlenmistir [77].

2.3.2. Aljinatin kimyasal yapisi

Dallanmamus ikili kopolimer ailesinden olan aljinatlarin oldukga degisen bilesimi
ve sekansi, (1,4) bagh f-p-mannuronik asit (M) ve onun C5 epimeri olan a-L-guluronik
asitten (G) olusmaktadir. Sekil 2.4” t¢ M ve G’ nin kimyasal yapisi gosterilmektedir.
Aljinatin polimer zincirinde M bloklari, G bloklar1 ve MG bloklarinin uzun dizilerinin

birbiriyle baglanmasi miimkiin olabilmektedir [78,79].

j3- (1-4) -D-Mannuronic Acid 0/~ (1-4) -L-Guluronic Acid

PR

HO

Sekil 2.4. f-p-mannuronik asit (M) ve a-L-guluronik asit (G)

Kismi asit hidrolizi tarafindan aljinat, ii¢ fraksiyona ayrilmistir. Bunlardan ikisi G
ve M’ nin neredeyse homopolimerik molekiillerini igerirken iiglincii fraksiyon hem
monomerlerden hem de c¢ok sayida MG ikili kalintilarindan neredeyse esit oranda

olusmustur [77]. Sekil 2.5’ te aljinat fraksiyonlar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Kismi asit hidrolizi sonucu olusan aljinat fraksiyonlari

2.3.3. Aljinatin ii¢ boyutlu yapis1

Mannuronatga ve guluronatca zengin aljinatlarin X-ray difraksiyon (kirilma)

calismalari, Sekil 2.6 da gosterildigi gibi homopolimerik bloklar i¢indeki guluronat

kalintilarmin ~ 'Cs  konformasyonunda  mannuronat  kalmtilarmin

konformasyonunda oldugunu bildirmislerdir [77].

HOOC, o OH
H‘-’ﬁ/on HOOC -0
Ho OH
HO
B-D>-mannopyranuronate (M) a-L-gulopyranuronate (G)
¢, conformation ¢, conformation
HOOC HOOC

ise “Ci

HOOC, OH o
~ PRSP
O o) © O OH
o S He o’ IS
Q A HOOC HO
o ot \/O\Z;;?\ o
- /
oM
OH O

HOOC HOOC

G G ™M M G M

Sekil 2.6. G-G, M-M, G-M bloklar1

Aljinat solusyonlariin viskozite verisi, bu zincir bloklarinin saglamliginin MG<

MM<GG diizeninde arttigin1 gostermistir [55]. MG bloklar1 polisakkarit zincir

esnekligine olanak saglar. Bu ylizden MG alanlar aljinat soliisyon viskozitesini
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diistirmektedir. Aljinatin biyokimyasal ve biyofiziksel Ozellikleri aljinatin molekiil

agirligina ve M:G oranina baglidir [80].
2.3.4. Aljinatin olusumu ve kaynak iliskisi

Ticari aljinatlar baglica Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria
digitata, Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lessonia

nigrescens, Durvillea antarctica ve Sargassum tiirlerinden tretilmistir.

Yiiksek G igerigi genel olarak yasli Laminaria hyperborea bitkilerinin saplarindan
hazirlanan aljinatlarda bulunuyorken Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica,
Macrocystis pyrifera’ dan elde edilen aljinatlarda G-bloklarmin diisiik miktarda

bulunmasi ve diisiik jel giicii karakterize edilmektedir. [77].
2.3.5. Aljinatin iiretim siireci

Ticari olarak kullanilan aljinatlar tipik olarak Laminaria hyperborea, Laminaria
digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum veMacrocystis pyrifera’ yi1 i¢eren
kahverengi deniz yosunundan (Phaeophyceae) genellikle sodyum hidroksit (NaOH) gibi
sulu alkali soliisyonlar ile muamele edilmek suretiyle ekstrakte edilmektedir. Bu ekstrakt
filtre edilmekte veya sodyum ya da kalsiyum klorid aljinati ¢oktiirmek igin filtrata ilave
edilmektedir. Bu aljinat tuzu, seyreltik hidroklorik asit (HCI) ile muamele edilerek aljinik
asite dontstiirilmektedir. Saflastirma ve doniistirme isleminden sonra suda ¢oziiniir

sodyum aljinat tozu elde edilmektedir [70].

2.3.6. Aljinatin ozellikleri

Diger jellestirici polisakkaritler ile karsilastirildiginda aljinatin en ¢arpici 6zelligi
jel olusumu i¢in esas olan ¢ok degerlikli katyonlar1 segici baglamasidir ve aslinda aljinatin

bu sol-jel doniisiimii 6zellikle sicaklik ile etkilenmemektedir [77].

2.3.6.1. Coziiniirlik
Su i¢inde aljinatlarin ¢6ziiniirliigii 3 parametre tarafindan yonetilir; solventin pH’

si, ortamin iyonik giicli ve solvent i¢indeki jellestirici iyonlarin varligt.

Aljinatlar ¢6zilinlir yapmak icin protonlanmis karboksilik asit gruplart ve pH’ nin
belirli kritik degerlerin iizerinde tutulmasi gereklidir. Ortamin degisen iyonik giicii,

polimer konformasyonunu, zincir uzamasini, viskoziteyi ve bu nedenle ¢oziiniirliik gibi
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¢ozelti ozelliklerini etkilemektedir. Aljinatlar Ca*?, Sr*? ve Ba* gibi iki degerlikli
katyonlarin varliginda jellesmektedirler. Bu nedenle ¢6ziinmenin saglanmasi i¢in ¢apraz
baglama iyonlarmin sulu serbest solvent olmasi gerekmektedir [81]. Aljinik asit ve
kalsiyum aljinat suda ¢6ziinmezken, amonyum aljinat, potasyum aljinat ve sodyum aljinat

suda ¢oziinmektedir.

2.3.6.2. Selektif iyon baglama

Cascone ve digerleri iyon degistirme kromatografisi ve afiniteye yonelik kiireler
(baloncuklar) yapmak icin aljinatlarin kimyasal ¢apraz baglamasini rapor etmislerdir. Bir
iyon degisim materyalinde aljinat omurgas1 lizerindeki karboksilik asit gruplarmin

kullanilmasi zorunludur [81].

Aljinatlar kalsiyum ve baryum iyonlar1 gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda
iyonotropik ¢apraz baglama yoluyla hidrojel olusturma yetenegine sahiptir. CaCl, yaygin
bir sekilde kalsiyum aljinat jeli olusturmak icin kullanilmaktadir. Bununla birlikte Ca%*
hizli bir sekilde aljinat ile reaksiyona girmektedir ve homojen bir hidrojel olusturmasi
zordur [72].

Kalsiyum iyonu ve/veya diger iki veya ¢ok degerlikli katyon iceren sulu
coOzeltilere aljinat solusyonunun damlalar halinde ilave edilmesi kiiresel (boncuk
seklinde) jel yapt olusumuna neden olmaktadir [82]. Jellesme kapasitesini diizenleyen
bu mekanizma zincir boyunca mevcut G bloklarinin miktari ile dogrudan iliskilidir ¢linkii
yalnizca guluronik asit bu hidrojelin olusumunda aktif rol oynamaktadir. Bir baska
deyisle bir aljinat soliisyonu Ca*? ve Be*? gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda
hidrojel yapiya doniisebilmektedir [83]. Bu hidrojel yapi, guluronik asit kalintilar1 ve iki
degerlikli katyonlarin molekiiller aras1 ¢apraz baglanmasi sonucu, kalsiyum iyonlarinin
etkisi altinda iyonik etkilesimler yardimiyla birbirine tutunan {i¢ boyutlu aljinat
filamentleri olusturarak “egg-box” adi verilen jel yapiya dontismektedir [84]. Sekil 2.7
de “egg-box” modelinin olusumu gosterilmistir. Bu reaksiyon ¢ok hizli bir sekilde
gerceklesmektedir ve bu jelin stabilitesi soliisyona eklenen iyonlarin miktarina ve stabil

birlesmelerin olusumundaki G bloklarinin uzunluguna baghdir [85].
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Sekil 2.7. ‘egg-box’ modelinin olusumu

Iyonik c¢apraz baglama tarafindan aljinat jellerinin hazirlanmasinda iki farkl
yontem bulunmaktadir. Bunlar, diflizyon metodu ve i¢ jelasyon metodudur. Bu
yontemlerde ¢apraz baglama iyonlarinin eklenis yollar1 farklidir. Genellikle jelasyon

isleminde kullanilan iyon kalsiyumdur.

Diflizyon yontemi aljinat ¢ozeltisi i¢ine bir dis hazneden iki degerlikli iyonlarin
girigi ile karakterize edilmektedir. Bu jellesme neredeyse anliktir ve aljinat jeli i¢indeki
capraz baglarin homojen olmayan bir dagilimi ile sonuglanmaktadir [85]. i¢ jelasyon
yontemi aljinat solusyonu ile capraz baglama iyonunun bir inaktif formunun
karistirilmasina dayanmaktadir. Bir literatiirde bildirildigi lizere etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA) gibi selatlama ajanlari ile komplekslesen ¢6ziinmeyen kalsiyum karbonat
(CaCOs) ve Ca'? iyonlar1 kullanilmaktadir [86]. Bu Ca' iyonlar1 organik asitlerin
ilavesiyle pH diisiiriilerek salinmaktadir. Bu metot yavas bir sekilde gergeklesmekte,
jellerin olusumunu kontrol etmekte ve aljinat jelinin homojen bir sekilde dagilimim

saglamaktadir [85].

2.3.7. Gida uygulamalarinda aljinat kullanim

Gida uygulamalarinda aljinatin kullanimi genellikle maliyet odaklidir [78].
Sadece gidalarda kullanilan aljinat tiirevi, propilen glikol aljinat (PGA)’ tir. Ilk olarak
Steiner (1947) PGA’ y1 hazirlamistir ve bu islemi Steiner ve McNeely (1950)
gelistirmistir. PGA, diisik pH degerlerinde yiiksek derece c¢oOzilinebilme Ozelligi
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yiizlinden asit emiilsiyonlarin1 (Fransiz soslar1 gibi), asitli meyve igeceklerini, meyve

sularini ve bira kopiigiinii stabilize etmek amaciyla kullanilmaktadir [77].

Cizelge 2. 4. Gida iiriinlerinde aljinatin yaygin kullanimlari [80]

Gida
Aljinat uygulamalari uygulamalarinda Uygulamalar hakkinda bilgiler
toplam aljinat
yiizdesi

Bira kopiigii 21,2 Diisiik pH’ larda yiiksek ¢oziiniirliigi

stabilizasyonu sayesinde bira kopigini  stabilize
etmektedir.

Yeniden yapilandirilmis 19,6 Gida materyalinin  diizeltilmesinde

gidalar kullanilir (sogan halkalart).

PGA’ nin kullanildig: 18,9 PGA asite duyarhidir ve viskozite

gidalar kaybin1 engeller (alkolsiiz igecekler,
soslar, lezzetlendiriciler, siitlii icecekler,
meyve piireleri, dondurma,
eriste/makarnalar)

Unlu mamiiller 14,9 Ekmek ve kek karigimlarinda raf
Omriinli uzatir ve nem tutulmasim
gelistirir.

Meyve konserveleri 6,5 Regellerde, marmelatlarda ve meyve
soslarinda jellestirici, stabilize edici ve
kivam verici olarak kullanilmaktadir.

Dondurma 3,8 Kristalizasyon ve c¢ekilme/biiziilme
olmaksizin dondurmanin dogru
viskoziteside olmasini saglamaktadir.

Digerleri 151 Tatlilar (dondurulmus kremalar,

puding)Emiilsiyonlar ve soslar
(mayonez, ketgap, salata soslari)
Ekstriide gidalar (eristeler, makarnalar)

Mevzuata gelince, aljinik asit ve onun amonyum, kalsiyum, potasyum ve sodyum
tuzlarinin koruyuculugu 1992’ deki 39. toplantida Gida Katkilar1t FAO/WHO Ortak
Uzmanlar Komitesi (the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives -JECFA)
tarafindan degerlendirilmistir. Bir ADI ‘not specified’ olarak tayin edilmistir. JECFA, 17.
toplant1 da propilen glikol aljinat (PGA) i¢in 0 ila 25 mg/kg bw ADI degeri belirlemistir
[77].
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2.4. Mikroenkapsiilaston Tekniginde Aljinat Kullanim

Chan et al. [87], emiilsifikasyon metotlar1 tarafindan sodyum aljinat kullanarak
bugday ruseymi yagi ve cuha cicegi yaginin enkapsiile edilmesinin uygulanabilirligi
aragtirmiglardir. Sodyum aljinat ve kalsiyum gibi iki ve c¢ok degerlikli katyonlar
arasindaki kimyasal etkilesimlerden faydalanarak c¢esitli konsantrasyonlarda bugday
ruseymi yagmi ve cuha c¢icegi yagini mikroenkapsiile etmislerdir. Bu calismada
enkapsiilasyon etkinligi ve bugday ruseymi yaginin yag igerigi, yag yiikiindeki artis ile
yiikselmistir ve Cuha ¢igegi yag1 mikrokiirelerinin enkapsiilasyon etkinligi, ayr1 ayr1 50,
250 ve 350 w/w’lik yag yiiklerinde, bugday ruseymi yagi mikrokiirelerine benzer
olmustur. Sodyum aljinatin kaplama materyali olarak kullanildig1 bu emiilsifikasyon
metodu ~%388’ lik maksimum enkapsiilasyon verimi ile bugday ruseymi yaginda basarili

bir sekilde uygulanmistir.

Sultana et al. [88], probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonu igin kasiyum
aljinatin  kullanildigi modifiye edilmis bir metot gelistirmislerdir. Bir 6n hazirlik
caligmasin1 8 haftalik bir silire i¢in yogurt iginde Lactobacillus acidophillus ve
Bifidobacterium spp.’nin hayatta kalma siireleri iizerine enkapsiilasyonun etkilerini
izlemek i¢in uygulamislardir. Bu ¢alisma, Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium
spp.’nin enkapsiile edilmis kiiltiirlerinin hayatta kalma siiresi 8 haftalik siire icinde, canli
sayisinda yaklasik 0,5 log bir azalis gostermisken, yogurt igine serbest hiicreler olarak
katilan kiiltiirler i¢in ise yaklasik 1 log’ luk bir azaligin oldugunu gdstermistir. Probiyotik
bakterilerin Hi-Maize nisastasinin katilimi ile yapilan mikroenkapsiilasyonun nisasta
kullanilmadan ~ yapilan  mikroenkapsiilasyona = nazaran  canli  bakterilerin

enkapsiilasyonunu gelistirdigini gozlemislerdir.

Chang et al. [89], okaliptiis yag1 igeren aljinat kompleks kapsiillerini ara yiizey
insoliibilizasyon reaksiyonu tarafindan hazirlamiglardir ve onun kontrollii salinim
karakteristiklerini incelemislerdir. % 5 w/v sar1 yagli boya igeren okaliptiis ugucu
yaglarinin 2 mL’ sini, % 0,25, 0,5, 1,0, 2,0 ya da 2,5 w/v konsatrasyonlarindaki sodyum
aljinat sulu ¢ozeltilerinin 8 mL’si ile karigtirmiglardir. Daha sonra olusan
emiilsiyonlardan 4’ er gram alarak % 0,1, 0,25, 05, 1,0 ya da 2,0 wiv
konsantrasyonlarindaki kalsiyum klortir iceren jellesme banyolarinin (gelling baths) 10
g’1i¢ine bir enjektor ile damlatmiglardir. Calismalarinda % 1,0 w/v sodyum aljinat, % 2,0

w/v kalsiyum kloriire karar vermislerdir ve ¢apraz baglanma siiresini 37 °C’ de 20
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dakika olarak belirlemislerdir. Kapsiiller i¢indeki maksimum yag igerigini bu kosullarda

% 90-92 olarak elde etmislerdir.

Tan et al. [90], duvar materyali olarak aljinat/nisasta karisimini kullanarak
kurutma yontemi tarafindan balik yagin1i mikroenkapsiile etmislerdir. Mikrokiirelerin
morfolojisi, verimi ve mikroenkapsiilasyon etkinligi {izerine aljinat tiirii ve igeriginin
etkisini  arastirmiglardir.  Mikroenkapsiile  edilmemis balik yagma nazaran
mikroenkapsiile edilmis balik yaginin depolama sirasinda bilesiminde daha az kayip

oldugu ve daha stabil kaldig1 sonucuna varmislardir.

Soliman et al. [91], yaptiklar1 ¢alismalarinda mikroenkapsiilasyon yoluyla ugucu
yaglarin buharlagma oranini diigiirmek istemislerdir. Ucucu yag olarak kekik yagi, tar¢in
yag1 ve karanfil yagini kullanmigslardir. Aljinat mikrokiirelerini CaClz’ yi ¢apraz baglama
ajan1 olarak kullanip olusturmuslardir. Enkapsiilasyon etkinligi iizerine % 0,5-8 aljinat
konsantrasyonu, % 0,125-2 CaCl, konsantrasyonu ve 5-30 dakika ¢apraz baglama
stiresinin etkisini arastirmiglardir. Ugucu yagin tiirline gére optimum kosullar altinda

enkapsiilasyon etkinligini % 90-94 bulmuslardir.

Xiao et al. [92], tath portakal yag1 mikrokapsiiliinii Ca*? ile sodyum aljinatin
jelasyonu tarafindan hazirlamislardir. % 2,0 w/v sodyum aljinat konsantrasyonu, % 1,5
w/v kalsiyum kloriir konsantrasyonu, 1,5:1,0 ¢ekirdek materyal: duvar materyali orani,
% 0,1 w/v Tween 80 ve % 0,1 w/v gliseril monostearat konsantrasyonuyla optimum
kosullar1 saglamislardir. Bu kosullar altinda maksimum enkapsiilasyon etkinligini % 76,1

elde etmislerdir.

Chew et al. [29], koekstriizyon teknolojisi kullanarak mikroenkapsiile edilmis
hibiskus (Hibiscus cannabinus L.) yagimin karakteristikleri tizerine kabuk ve ¢ekirdegin
farkli akis oranlari, titresim frekanslari, kurutma yontemleri ve kabuk formiilasyonlari
gibi farkli islem parametelerinin etkisini incelemislerdir. % 1,5 (w/w) aljinat solusyonu
kullanarak  hazirlamis  olduklar1  mikrokapsiillerden % 76,62  maksimum

mikroenkapsiilasyon etkinligi elde etmislerdir.

29



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
Bu c¢alismada kullanilan biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkisi yerel

marketlerden temin edilerek laboratuara getirilmistir. Biberiye bitkisi kullanilincaya

kadar +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Yas biberiye bitkisi Sekil 3.2. Kurutulmus biberiye bitkisi

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallardan sodyum aljinat, kalsiyum klorid dihidrat, potasyum
peroksisiilfat (K20sS>), sodyum sitrat tribasic dihidrat, a-amilaz, etil asetat, 2,2-Difenil-
1-pikril-hydrazil  (DPPH), 2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)
diammonium salt (ABTS), (+)-6-Hydroksi-2,5,7,8-tetrametilkrom-2-karboksilik asit
(Trolox) SIGMA-ALDRICH firmasindan, Tween 80 (Polioksietilen(20) sorbitan
monooleat) ve PBS tabletleri BioShop firmasindan ve nigasta ise CARLO ERBA

firmasindan temin edilmistir.

3.3. Kullanilan Alet Ekipman ve Cihazlar

Clavenger cihazi, DATHAN SMSH-6 ¢oklu siticili manyetik karistirici, WiseTis
marka homojenizatér, GC-FID kromatografi cihazi, MULTISCAN GO marka ELISA
cihazi, vorteks karistirici, santrifiij cihazi, otomatik pipet seti, pH metre ve tart1 bu tez

kapsaminda laboratuarda kullanilan cihaz ve ekipmanlardir.
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3.4. Yontem
3.4.1. Biberiye ucucu yaginin elde edilmesi

Calismada kullanilacak olan biberiye bitkileri +4 °C’ de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. 100 g tartilarak alinan biberiye bitkisi balon jojeye yerlestirilip 1:7 oraninda
saf su ilave edilmistir. Clavenger diizeneginde su distilasyonu yontemi ile ugucu yag elde
edilmistir (Sekil 3.3). Bu elde edilen ugucu yag ¢alismada kullanilincaya kadar +4 °C’ de
bekletilmistir.

Sekil 3.3. Clavenger diizeneginde su distilasyonu yontemi ile biberiye ugucu

yaginin eldesi

3.4.2. Biberiye ucucu yaginin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

Kompozisyonu belirlemede, polar bir kapiler kolon bulunan GC (Shimadzu GC-
2010)-MS (Shimadzu QP-2010) sistemi kullanilmistir (Sekil 3.4). Bir organik ¢oziicii

icerisinde uygun oranda seyreltilecek ugucu yagdan 1 pL otomatik enjektdr vasitasiyla
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sisteme verilecek ve en iyi ayrimin gergeklestigi firin sicakligi kosullarinda bilesenlerin
ayrimi gerceklestirilecektir. Enjeksiyon blogu sicakligi 250 °C ve uygun bir split orani
kullanilmistir. Tasiyict gaz olarak 1 mL/dk akis hizinda helyum kullanilmistir. Kiitle
spektrometresi 70 eV’ da 15-210 amu araliginda electron impact (EI)-mode ‘da
calistirilmustir. Ayrimi gergeklestirilen aroma bilesiklerinin tanimlanmasinda Wiley 7 (71
edition), National Institute of Standarts and Technology (NIST) kiitiiphaneleri, her bir
pikin alikonma zamanlar ile hidrokarbon standardinin (C8 - C20) alikonma zamanlar1
kullanilarak hesaplanacak “Retention Index” (RI) degerleri referans alinmistir. Sonuglar

her bir pikin toplam pik alanina % oran1 seklinde verilmistir.

Sekil 3.4. GC-FID sistemi

3.4.3. Biberiye ucucu yaginin mikroenkapsiilasyonu

Xiao et al. [92], tarafindan yapilan ¢alisma modifiye edilerek mikroenkapsiilasyon
islemi gerceklesmistir. % 1, % 2,5, % 5, % 7, % 7,5, % 8 ve % 10 ugucu yag
konsantrasyonlarinda % 2 aljinat ve % 0,1 Tween 80 (Polioksietilen(20) sorbitan
monooleat)” den olusan 20 mL ¢ozelti hazirlanarak emiilsifikasyon yontemi ile

mikroenkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir.

100 mL’ lik kapakli cam sisede % 2’ lik aljinat solusyonu DAIHAN SMSH-6
coklu 1siticilt manyetik karistiricida 55 °C’ de 700 rpm’ de aljinat tamamen ¢oziiniinceye
kadar karistirilmistir. Coziinme gerceklesince 1sitict kapatilip soguyuncaya kadar 700

rpm’ de karistirmaya devam edilmistir. Soguduktan sonra Tween 80 ilave
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edilip 250 rpm’ de 10 dk karistirilmigtir. Siire sonunda % 1 konsantrasyonunda olacak

sekilde biberiye ucucu yagi ilave edilip 250 rpm’ de 10 dk karistirilmistir.

Sekil 3.5. Manyetik karistiricida aljinat soliisyonu ve biberiye ugucu yagi

Daha sonra sise igerisindeki magnet ¢ikarilarak WiseTis homojenizatorde 2 devir’
de 3 dk homojenize edilmistir (Sekil 3.6). Siire bitiminde diiz bir zeminde agz1 kapatilarak
3 dk bekletilmistir.

Sekil 3.6. Homojenizasyon islemi

Manyetik karistiricida 150 rpm’ de karisan 100 mL’ lik kapakli cam sisedeki 0,5

molar (M) 20 mL CaCl; ¢ozeltisi lizerine ucuna 200’ liik mikropipet ucu takilmis olan
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enjektor yerlestirilmistir. Diiz bir zeminde 3 dk bekletilmis olan ucgucu yag/aljinat
sollisyonu yerlestirilmis olan enjektére doldurulmustur ve CaCl, soliisyonuna 60
damla/dk olacak sekilde damlatilmistir (Sekil 3.7). Damlama tamamlandiktan sonra
huniye yerlestirilen siizge¢ kagidi sayesinde olusan mikrokapsiiller siiziilmiistiir

(Aljinat+Ucgucu yag kapsiil).

Sekil 3.7. Ugucu yag/aljinat soliisyonunun CaCl; soliisyonuna damlatilmasi

Kapaklt 100 mL’ lik cam sisede hazirlanmis olan % 1° lik 20 mL nisasta ¢ozeltisi
icine siiziilmiis olan mikrokapsiiller ilave edilmistir. Nisasta ¢ozeltisindeki
mikrokapsiiller manyetik karistiricida 100 rpm’ de 10 dk karistirilmistir. Siire sonunda
huniye yerlestirilen siizge¢ kagidi yardimi ile mikrokapsiiller siiziilmiistiir
((Aljinat+Ugucu yag Kapsiil)+Nisasta). Olusan mikrokapsiiller suyunun uzaklagmasi
amaciyla oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Daha sonra kapsiiller tartilmistir.

Bu kapsiil olusum islemi aljinat, Tween 80, CaCl2 ve nisasta konsantrasyonlari
degistirilmeksizin % 2,5, % 5, % 7, % 7,5, % 8 ve % 10’ luk biberiye ugucu yagi

konsantrasyonlarindaki mikrokapsiilleri olusturmak i¢in de kullanilmistir.

Ucucu yag icermeyen bos mikrokapsiiller elde edilmistir. Bunun i¢in 100 mL’ lik
kapakli cam sisede % 2’ lik aljinat soliisyonu DAIHAN SMSH-6 ¢oklu 1siticili manyetik
karistiricida 55 °C’ de 700 rpm’ de aljinat tamamen ¢oziinlinceye kadar karistirilmistir.
Coziinme gergeklesince 1sitici kapatilip soguyuncaya kadar 700 rpm’ de karistirmaya

devam edilmistir. Soguduktan sonra Tween 80 ilave edilip 250 rpm’ de 10
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dk kanistirnlmistir. Daha sonra sise igerisindeki magnet ¢ikarilarak WiseTis
homojenizatorde 2 devir’ de 3 dk homojenize edilmistir. Siire bitiminde diiz bir zeminde

agz1 kapatilarak 3 dk bekletilmistir.

Manyetik karistiricida 150 rpm’ de karisan 100 mL’ lik kapakli cam sisedeki 0,5
M 20 mL CaCl; ¢ozeltisi tizerine ucuna 200’ lik mikropipet ucu takilmis olan enjektor
yerlestirilmistir. Diliz bir zeminde 3 dk bekletilmis olan aljinat soliisyonu, yerlestirilmis
olan enjektore doldurulmustur ve CaCly soliisyonuna 60 damla/dk olacak sekilde
damlatilmistir. Damlama tamamlandiktan sonra huniye yerlestirilen siizge¢ kagidi

sayesinde olusan mikrokapsiiller stiziilmiistiir (Aljinat Kapsiil).

Kapaklt 100 mL’ lik cam sisede hazirlanmis olan % 1° lik 20 mL nisasta ¢ozeltisi
icine sliziilmiis olan mikrokapsiiller ilave edilmistir. Nisasta ¢ozeltisindeki
mikrokapsiiller manyetik karistiricida 100 rpm’ de 10 dk karistirilmistir. Siire sonunda
huniye yerlestirilen siizge¢ kagidi yardimi ile mikrokapsiiller siiziilmiistir (Aljinat
Kapsiil+Nisasta). Olusan mikrokapsiiller suyunun uzaklagmasi amaciyla oda

sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Daha sonra kapsiiller tartilmistir.

Hazirlanmis olan bos ve dolu mikrokapsiiller kullanilincaya kadar hava

gecirmeyecek sekilde petri kaplarinda + 4°C’ de buzdolabinda saklanmastir.

3.4.4. Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Calismada kullanilmis olan biberiye ugucu yagi icerisinde en fazla bulunan ve
fonksiyonel 6zelliklerden sorumlu oldugu kabul edilen major bilesen 1,8-cineole’ diir.
Biberiye ugucu yagindaki 1,8-cineole miktar1 GC-FID sistemi kullanilarak kantitatif
olarak saptanmistir. Saptanan bu deger lizerinden hareketle, etkinlik testinde salinan
biberiye ugucu yaginin bilesimindeki 1,8-cineole miktar1 kullanilarak, salinan toplam

ucucu yag miktart belirlenmistir.

Uretilmis olan + 4 °C’ de muhafaza edilen mikrokapsiillerden Falcon tiiplerine
0,5’ er g tartilmistir. Falcon tiipiiniin tizerine 40 mL % 1’ lik sodyum sitrat tribasic dihidrat
cozeltisi ilave edilmistir. Manyetik karistirictda 37 °C’ de 130 rpm’ de 30 dk
karistirilmistir. Siire sonunda tizerine 4,5 mL etil asetat ilave edilip 4000 rpm’ de 3 dk

santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra kapsiil i¢erisinde bulunan biberiye ugucu
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yagi etil asetata gegmistir. Bu etil asetatli sivi kisim GC viallerine alinmistir ve GC-FID’

de analiz edilinceye kadar -18 °C’ de muhafaza edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Viallere alinan 6rnekler

Bu enkapsiilasyon etkinligi analizi % 1, % 2,5, %5, % 7, % 7,5, % 8 ve % 10’ luk
ugucu yag konsantrasyonlarinda hazirlanmig olan mikrokapsiiller igin 2 ya da 4 paralel

olacak sekilde uygulanmistir.

Kapsiil Merkezinde Belirlenecek Ugucu Yag

% Enkapsiilasyon Etkinligi = x 100

Toplam Ugucu Yag

3.4.5. Mikrokapsiil partikiil boyut dagiliminin ve morfolojisinin belirlenmesi

Elde edilecek mikrokapsiillerin yiizey morfolojilerindeki degisiklik ve partikiil
boyut dagilimlart Quispe-Condori et al. [93], uyguladig1 yonteme gore Scaning Electron
Microscopy (SEM) ile belirlenmistir.

3.4.6. Mikrokapsiillerin zamana bagh ucucu yag salimlariin belirlenmesi

Maji et al. [94], tarafindan yapilan galisma modifiye edilerek salim analizi
gerceklestirilmistir. Nisasta ile muamele edilen ve nisasta ile muamele edilmeyen % 7
ucucu yag konsantrasyonunda hazirlanmis olan mikrokapsiillerin intestinal ortam

kosullarinda salim hizlarin1 belirlemek amaciyla Falcon tiiplerine hem nigastali hem de
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nisastasiz mikrokapsiillerden 500 er mg tartilmistir ve tizerine % 2’ lik 25 mL pankreatik
amilaz ¢ozeltisi igeren fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH:7,0) ilave edilmistir. Elde
edilen karisim 37 °C’ de 130 rpm’ de manyetik karistirict yardimiyla 10, 20, 30, 60, 90,
120, 180 ve 240 dk karistirtlmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Mikrokapsiillerin salim1

Ongoriilen zaman araliklarinda Falcon tiiplerinden 1° er mL 6rnek alinmistir ve
hacmi sabit tutmak igin alinan 6rnek ile ayni1 miktarda (1 mL) tampon soliisyonu ortama

ilave edilmis ve 4 paralel olacak sekilde galigilmistir.

Alman 1 mL 6rnek iizerine, salinan ugucu yagi ekstrakte etmek amaciyla 4,5 mL
etil asetat ilave edilmistir ve 15 sn vortekslenmistir. Ardindan 4000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Ustte olusan etil asetat faz1 GC viallerine alinarak, GC-FID’ de analiz

edilinceye kadar —18 °C’ de bekletilmistir.

3.4.7. Ugucu yaglarin enkapsiilasyon oncesi ve sonrasi in vitro antioksidan

kapasitelerinin belirlenmesi

3.4.7.1. DPPH testi

Antioksidan kapasitelerin belirlenmesinde 6rnegin DPPH siiplirme giicii Hosseini
et al. [95] ’in Onerdigi sekilde ve Bondet et al. [96] ’in uyguladigi yonteme gore
gerceklestirilmistir. Antioksidan kapasitelerin belirlenmesinde 6rneklerin DPPH serbest

radikalleri siiptirme giicinden faydalanilmistir. % 7 wugucu yag igeren 2 ¢
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kapsiil Falcon tiipiine tartilmustir. Uzerine % 2’ lik pankreatik amilaz ¢ozeltisi ve % 1° lik
Tween 80 ¢ozeltisi iceren 15 mL fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH:7,0) ilave edilmistir.
Elde edilen karisim 37 °C’ de 130 rpm’ de manyetik karistirict yardimiyla 10, 30, 60, 90,
120, 180 ve 240 dk karistirilmistir. Ongoriilen zaman araliklarinda Falcon tiiplerinden 2’
ser mL 6rnek alinmistir ve hacmi sabit tutmak i¢in alinan 6rnek ile ayn1 miktarda (2 mL)
tampon sollisyonu ortama ilave edilmistir. Alinan 2 mL 6rnek {izerine, salinan ugucu yagi
ekstrakte etmek amaciyla 2 mL etil asetat ilave edilmistir ve 15 saniye vortekslenmistir.

Ardindan 4000 rpm’ de 3 dakika santrifiij edilmistir.

DPPH ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 100 mL’ lik mavi kapakli cam siseye bir miktar
(5-10 mg) DPPH tartilmistir. Uzerine 100 mL metanol ilave edilip manyetik karistiricida
400 rpm’ de 10 dk karistirilmistir. Daha sonra MULTISCAN GO marka ELISA cihazinda
kullanilmadan 6nce DPPH’ nin 517 nm dalga boyundaabsorbansinin 0,700-0,750
degerleri arasina ayarlanmasi gerekmektedir. Ayarlama islemi gerceklestirilirken

metanol kullanilmstir.

Belirli siirelerde gergeklestirilmis olan santrifiij sonrasinda deney tiiplerinde
olusan istteki etil asetat fazindan MULTISCAN GO marka ELISA cihazi plakalaria 20
pL alinip tizerine 180 uL DPPH (0,1 mM) ilave edilmistir. MULTISCAN GO marka
ELISA cihazinda inkiibasyona birakilarak 15 dK igin 517 nm’ deki absorbans degerleri
belirlenmistir. DPPH aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak belirlenmis ve % olarak

ifade edilmistir.

. A —Apx
% DPPH aktivitesi = K"‘X”‘ Ornek
Kontrol

3.4.7.2. ABTS testi

Antioksidan kapasitelerin belirlenmesinde 6rnegin ABTS siipiirme giicii Re et al.
[97] ’m uyguladigi yonteme gore gerceklestirilmistir. Antioksidan kapasitelerin
belirlenmesinde 6rneklerin ABTS serbest radikalleri siipiirme giiciinden faydalanilmistir.
% 7 ugucu yag iceren 2 ¢ kapsiil Falcon tiipiine tartilmistir. Uzerine % 2 lik pankreatik
amilaz ¢ozeltisi ve % 1’ lik Tween 80 cozeltisi igeren 15 mL fosfat tampon soliisyonu
(PBS; pH:7,0) 15 ilave edilmistir. Elde edilen karisim 37 °C’ de 130 rpm’ de manyetik
karistiricr yardimiyla 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180 ve 240 dk karistirilmistir. Ongériilen

zaman araliklarinda Falcon tiiplerinden 2 ser mL ornek
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Alinmistir ve hacmi sabit tutmak icin alinan 6rnek ile ayni miktarda (2 mL) tampon
sollisyonu ortama ilave edilmistir. Alinan 2 mL Ornek {izerine, salinan ugucu yagi
ekstrakte etmek amaciyla 2 mL etil asetat ilave edilmistir ve 15 saniye vortekslenmistir.

Ardindan 4000 rpm’ de 3 dakika santrifiij edilmistir.

ABTS ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 mL’ lik mavi kapakli cam siseye 0,0693 g
potasyum peroksistilfat (K2OgSz) tartilip 100 mL saf suda ¢oziilerek stok ¢ozelti
hazirlanmistir. 0,0388 g ABTS deney tiipiine tartilmistir. Uzerine hazirlanmis olan stok
K20sS: ¢ozeltisinden 10 mL eklenip reaksiyonun gergeklesmesi amaciyla karanlik bir
yerde bir gece bekletilmistir. MULTISCAN GO marka ELISA cihazinda kullanilmadan
once ABTS’ nin 739 nm dalga boyunda absorbansinin 0,700-0,750 degerleri arasina

ayarlanmasi gerekmektedir.

Belirli siirelerde gergeklestirilmis olan santrifiij sonrasinda deney tiiplerinde
olusan {istteki etil asetat fazindan MULTISCAN GO marka ELISA cihazi plakalarma 20
pL alinip tizerine 180 uL ABTS (0,1 mM) ilave edilmistir. MULTISCAN GO marka
ELISA cihazinda inkiibasyona birakilarak 6 dakika i¢in 739 nm’ deki absorbans degerleri
belirlenmistir. ABTS aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak belirlenmis ve % olarak

ifade edilmistir.

. A —Ag
% ABTS* aktivitesi = K°‘X“’1 Ornek
Kontrol
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez ¢aligmasinda biberiye bitkisine ait ugucu yag elde edilmis, daha sonra farkli
konsantrasyonlarda ucucu yag kullanilarak aljinat-nisasta kaplama materyali uygulamasi
ile elde edilen enkapsiillerin etkinlik sonuglar1 karsilastirmali olarak incelenmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi en yiiksek olan kapsiillerin SEM goriintiileri ve yapisindaki
bilesenler tespit edilmistir. Karakterizasyonu tamamlanan enkapsiil ve serbest haldeki
ugucu yagin in vitro antioksidan 6zelligi ve salim kinetiginin in vivo intestinal sistemi

taklit eden mimik bir sistemde in vitro incelenmesi gergeklestirilmistir.
4.1. Biberiye Ucucu Yagimin Elde Edilmesi

Kuru biberiye bitkisinden ugucu yag eldesinde Clavenger diizeneginde yag/su
distilasyonu yontemi kullanilmistir. Bu amagla 100 gram kuru biberiye bitkisinden her
bir Clavenger distilasyonu uygulamasindan sonra yaklasik % 1 biberiye ugucu yagi elde
edilmistir. Elde edilen ugucu yag calismada kullanilincaya kadar + 4 °C’ de bekletilmistir.

Literatiirde biberiye kuru bitkisi distilasyonu verimi 100 g kuru bitki basima %
0,8-2,5 olarak belirlenmistir [63]. Elde ettigimiz ugucu yag verimi literatiirdeki mevcut
bilgilerle uyumludur.

Asagida kuru biberiye bitkisinden elde edilen biberiye ugucu yagina ait goriinti
mevcuttur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Biberiye ucucu yagi
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4.2. Biberiye Ucucu Yagimmin Kimyasal Kompozisyonunun Belirlenmesi

Bilesim belirlemede, polar bir kapiler kolon bulunan GC (Shimadzu GC-2010)-
MS (Shimadzu QP-2010) sistemi kullanilmis olup biberiye ugucu yagimin GC-FID

kromotagrami Sekil 4.2” de ve kimyasal bilesimi Cizelge 4.1’de verilmistir.

O EEE

-
]
=
-
]
-
o

Sekil 4.2. Biberiye ugucu yaginin GC-FID kromotagrami

Biberiye ugucu yaginin GC-FID’ de gerceklestirilmis olan analizi sonucunda
yapida en fazla bulunan bilesenin yaklagik 10.865. dakikada belirlenen 1,8-cineole
oldugu tespit edilmistir. Buradan anlasildig1 lizere her 6rnek i¢in ayn1 dakikalarda ortaya

¢ikan ve en biiyiik pik alanina sahip olan bilesenin 1,8-cineole oldugu tespit edilmistir.

# Time Area Height Width Area% Symmetry
12 6.751 9.5 2.8 0.0449 0,000 0,275
13 7022 64.3 19.1 0.0505 0.003 1.649
14 1177 9.7 5.2 0.0299 0,000 0.964
15 7.524 111.2 45 0,038 0.005 1.117
16 9,165 4.4 12.9 0.0412 0.002 1.059
17 9.757 4.3 19 0.034 0,000 1.029
158 10,598 9.8 3.8 0.0399 0,000 0.945
]E 10.365 1000.3 333.8 0.044 0.043 2,16
20 11.811 13.3 3] 0.0347 0001 0,953
21 12.482 10.7 4.5 0.0359 0001 0,951
22 17.003 29.5 2.9 00435 0.001 0,563
23 18.72 150.2 4.5 0.0432 0.007 1.049
24 19.442 36.3 14.3 0.0336 0.002 0.987

Sekil 4.3. Biberiye ugucu yaginin GC-FID kromotagram verileri
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Cizelge 4. 1. Biberiye ucucu yagimin kimyasal kompozisyonu

BILESEN RI %
Ethylacetate 837 0,06
a-Pinene 954 10,76
a-Fenchene 997 0,18
Camphene 1010 4,15
[S-pinene 1078 1,26
Verbenene 1108 0,96
3-Carene 1157 1,50
S myrcene 1186 1,38
I-Phellandrene 1190 0,12
a-Terpinene 1223 0,49
Limonene 1268 4,22
1,8-Cineole 1295 22,69
S-Ocymene, (Z) 1353 0,17
y-Terpinen 1383 0,21
(E)- B-Ocymene 1397 0,14
3-Octanone 1404 0,11
p-Cimene 1452 4,10
a-Terpinolene 1485 0,18
p-Cymenene 1978 0,28
Filifolone 1990 0,30
Octene-1-0l-3 1995 0,43
Linalooloxide 2088 0,05
a-Campholenal 2177 0,17
a-Copaene 2195 0,17
Chrysanthenone 2239 0,31
Camphor 2276 8,56
Linalool 2333 2,78
Pinocamphone 2362 1,15
Pinocarvone 2420 0,27
Fenchol 2438 0,15
I-Bornylacetate 2444 0,61
Phenylmethanesulfonate 2466 0,15
4-Terpineol 2483 1,63
Caryophyllene 2491 1,03
(E)-Pinocarveol 2603 0,22
a-Terpineol 2633 0,93
Verbenol 2650 0,45
Fenchol 2689 5,04
Borneol 2704 13,09
I-Verbenone 2729 6,33
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Carvol 2784 0,11

Citronellol 2827 0,15
o-Cadinene 2835 0,16
Nopol 2891 1,11
(E)-Anethole 2972 0,21
(-)-Caryophylleneoxide 3296 0,25
Methyleugenol 3322 0,23
4-Fluorobenzoyl chloride 3357 0,21
Carvacrol 3670 0,36
(-)-a-Bisabolol 3687 0,32

Cizelge 4.1° de goriildiigi lizere biberiye ucucu yaginda toplam 50 adet bilesen
tespit edilmis olup, en fazla miktarda bulunan temel bilesen ise 1,8-cineole (% 22,69)
olarak belirlenmistir. Diger 6nemli bilesenler ise borneol (% 13,09), a-pinene (% 10,76),
camphor (% 8,56), camphene (% 4,15) olarak tespit edilmistir. Literatiirde biberiye ugucu
yag kompozisyonunun belirlendigi bir¢ok ¢alisma mevcut olup elde edilen sonuglarin pek

cogu bulgularimizla paralellik géstermektedir.

Tavassoli et al. [98], biberiye bitkisine ait ugucu yagin kimyasal komposizyonu
ve antimikrobiyal etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda, en 6nemli bilesenleri 1,8-
cineole (% 23,14), camphor (% 12,35), a-pinene (% 9,87), B-pinene (% 6,10) ve borneol
(% 5,61) olarak belirlemislerdir.

Saber Miresmailli et al. [99], biberiye bitkisine ait ugucu yagda en fazla 1,8-
cineole (% 31,5), camphor (% 20,0) ve a-pinene (% 17,5) bilesenlerini belirlediklerini

rapor etmiglerdir.

Rahman et al. [100], Hindistan’da yaptiklari ¢aligmalarinda biberiye bitkisi ugucu
yaginin kimyasal komposizyonunuaragtirmislar ve bulgularimizla benzer sekilde 1,8-
cineole (% 23,40), a-pinene (% 9,94), camphene (% 5,83), myrcene (% 4,86) ve borneol

(% 2,05) bilesenlerini en fazla miktarda tespit etmislerdir.

Angioni et al. [101], Italya’da yetisen biberiye bitkisine ait ugucu yagin kimyasal
komposizyonunu arastirdiklart ¢aligmalarinda temel bilesen olarak a-pinene (~% 23),
borneol (~% 16), camphene (~% 7,6), camphor (~% 4,5), verbenone (~% 9,4) ve
bornyl-acetate (~% 10,4) tespit etmislerdir.
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Liibnan’da yetisen biberiye bitkisine ait ugucu yagda 1,8-cineole (~%20) ve a-
pinene (~% 18,8—38,5) baslica bilesen olarak belirlenirken [102], Hindistan’daki
biberiye ugucu yaginda [103], 1,8-cineole (~% 30) ve camphor (~% 30) temel bilesen
olarak tespit edilmistir. Farkli iilkelerde yapilan ¢alismalarda Japonya’da yetisen biberiye
bitkisine ait ugucu yagin yiiksek miktarda 1,8-cineole (~% 50) ve diisiik miktarda a-
pinene ve camphor (~% 10) icerdigi, Portekizde yetisen bitkiye ait ugucu yaginise
myrcene, 1,8-cineole ve camphor ile karakterize edildigi gosterilmistir [104]. Arjantin ve
Brezilya’da yetisen bitki ugucu yaglarindaki bilesen ve oranlari Portekiz’de tespit edilen

miktarlar ile benzerlik gostermistir [105, 106].

Santoyo et al. [107], biberiye bitkisine ait ugucu yagin antimikrobiyal 6zelliklerini
belirlemek {izere gerceklestirdikleri ¢alismalarinda yapida en fazla yer alan bilesenlerin
1,8-cineole, a-pinene, camphor ve borneol oldugunu ve antimikrobiyal etkinin de mevcut

bilesenlerden kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Biberiye ugucu yaginin kimyasal komposizyonu ve miktarlarindaki farkliliklarin
bitkinin yetistirildigi bolge, cografi ve iklimsel 6zelliklerden kaynaklanmis oldugu

diistinilmektedir.

Biberiye ugucu yaginda miktar olarak en fazla bulundugu tespit edilen 1,8-cineole
bileseni kullanilarak biberiye ugucu yagi i¢in bir standart kalibrasyon egrisi
olusturulmustur (Sekil 4.4). Farkli konsantrasyon oranlarinda hazirlanan biberiye ugucu
yagmin pik alanlar1 belirlenmis (Cizelge 4.2), bu verilerden yola ¢ikilarak bir standart
grafik olusturulmustur. Bu standart grafik kullanilarak 6rneklerdeki etkinlik ve salim

analizlerinde biberiye ugucu yag1 miktarlari belirlenmistir.

Cizelge 4. 2. Ucucu yag konsantrasyonuna bagli GC-FID’ de 1,8-cineole’ iin pik alan1

Konsantrasyon Pik alam
(mg/mL)
0,125 59,70
0,250 118,40
0,500 230,20
1,000 488,20
2,000 1027,00
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Sekil 4.4. Ugucu yag konsantrasyonuna bagli kalibrasyon egrisi

4.3. Biberiye Ucucu Yaginin Mikroenkapsiilasyonu

Calisma kapsaminda farkli biiyiikliiklerde ve bilesim oranlarinda enkapsiile
formlar hazirlanmistir. Bu kapsamda hazirlanan formlara iliskin goriintiiler Sekil 4.5-4.6°

da verilmistir.

Sekil 4.5. Bos kapsiil Sekil 4.6. Dolu kapsiil

Biberiye yagmin ugucu olmasindan kaynaklanan kisa siireli etkisinin elimine
edilmesi, sistemik metabolizmasinin yiiksek olmasi nedeniyle mikroenkapsiilasyon
islemi gergeklestirilmistir. Bu islemde yag/su emiilsiyon yontemi ve aljinat-nisasta
uygulamasi ile biberiye ugugu yagi kaplanarak mikrokapsiil elde edilmistir. Farkl
bilesim oranlar1 denemeleri sonunda boyut ve etkinlik bakimindan en iyi sonuclar baz

alinarak mikroenkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir.
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4.4. Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Farkli (% 1-10) ucucu yag konsantrasyonlarinda emiilsifikasyon yontemi ile

mikroenkapsiilasyon islemi sonrasindaki etkinlik degerleri incelenmistir. En yliksek

mikroenkapsiilasyon etkinliginin elde edildigi mikrokapsiil tespit edilerek konsantrasyon

belirlemesi gergeklestirilmektedir. Bu islemden elde edilen veriler Cizelge 4.3° te

gosterilmistir. Mikroenkapsiilasyon etkinligine karsi ugucu yag konsantrasyonu ise Sekil

4.7’ de verilmistir. Etkinlik sonuglarina gore farkli ugucu yag konsantrasyonlarindaelde

edilen mikrokapsiillerin farkli etkinliklere sahip oldugu saptanmustir.

Cizelge 4. 3. Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag mikroenkapsiilasyonu sonucu elde

edilen etkinlik verileri

Ornek Ucucu yag Pik alam 0,5 g kapsiilde Miktar
konsantrasyonu bulunmasi gereken (%)
(%) ucucuyag miktari
(@)

A 1 561,43 0,01 22,09+4,42
B 2,50 2571,55 0,01 39,54+1,58
C 5 7132,55 0,03 55,07+£11,03
D 7 15829,00 0,04 87,16+13,43
E 7,50 16696,75 0,04 85,71+1,12
F 8 15067,58 0,04 72,09+9,30
G 10 16403,48 0,05 63,35+3,43
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Sekil 4.7. Konsantrasyona bagli mikroenkapsiilasyon etkinlikleri
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Elde edilen analiz verilerine gore en iyi mikroenkapsiilasyon etkinligi % 87,16 +
13,43 degeriyle % 7 biberiye ugucu yag konsantrasyonunun kullanildigi mikrokapsiilden
elde edilmistir. Ugucu yag konsantrasyonunun artisina paralel olarak % 7 konsantrasyona
kadar artis belirlenirken, bu asamadan sonraki artan konsantrasyona ragmen

mikroenkapsiilasyon etkinliklerinde belirgin bir diisiis oldugu gozlenmistir.

Literatiirde ¢esitli bitkilere ait ugucu yaglarin aljinat basta olmak iizere ¢esitli duvar
materyalleri ile enkapsiile edilerek, ugucu bilesenlerin olumlu etkilerinden faydalanmak

icin gergeklestirilen pekcok calisma mevcuttur.

Xiao et al. [92], duvar materyali olarak aljinat ve kitozan, merkez materyal olarak
portakal ugucu yagini kullanarak ugucu yag mikroenkapsiilasyonu gergeklestirmislerdir.
Farkli oran ve kombinasyon denemeleri i¢eren ¢alismalarinda % 2,0 w/v sodyum aljinat,
% 1,5 w/v kalsiyum klortir ile 1,5:1,0 ¢ekirdek materyal: duvar materyali orani, % 0,1
w/v Tween 80 ve % 0,1 w/v gliseril monostearat kullanarak optimum kosullar
saglamiglardir. Bu kosullar altinda elde edilen en yiiksek enkapsiilasyon etkinligini %

76,1 olarak tespit etmislerdir.

Hosseini et al. [108], kekik ucucu yagmin saglik tizerindeki antioksidatif ve
antimikrobiyal aktivitelerinden daha uzun siire faydalanmak igin kitozan kaplama
materyali igerisinde kekik ucucu yagmi enkapsiile etmislerdir. Bu amacla farkli
konsantrasyonlarda uygulanan ugucu yagin enkapsiilasyon etkinligini % 21-47 olarak

belirlemislerdir.

Benavides et al. [109], antioksidatif ve antimikrobiyal 6zellikleri ile 6ne g¢ikan
ancak ugucu olmasi nedeniyle kolaylikla buharlasabilen kekik bitkisine ait ugucu yagdan
daha etkin bir sekilde yararlanabilmek i¢in 1yonik jelasyon yontemi kullanarak ugucu yagi
aljinat ile kapsiillemisler ve enkapsiilasyon etkinligini yaklasik % 85 olarak tespit

etmislerdir.

Jiamrungraksa et al. [110], antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan havlican bitkisine
ait ucucu yagini aljinat materyali ile kaplayarak % 40,8 enkapsiilasyon etkinligi

belirlemislerdir.

Soliman et al. [91], kekik, tar¢in ve karanfil ugucu yaglarinin volatilizasyonunu
onlemek amaciyla aljinat mikrokiireleri igerisine bu ugucu yaglar1 kapsiillemislerdir.
Farkli ugucu yag ve aljinat konsantrasyonlarin1 denedikleri ¢alismalarinda optimum

kosullar altinda enkapsiilasyon etkinligini % 90-94 olarak tespit etmislerdir.
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Wang et al. [111], yaptiklar1 ¢alisgmada kaplama materyalleri olarak kullanilan
aljinat ve nisasta arasinda molekiiller arasi etkilesim ve molekiiler uyumun ¢ok iyi
oldugunu, nisastanin artisina bagli merkez materyalinin (salisilik asit) salininminda artis
gbzlendigini bildirmistir. Chan et al. [112], sadece aljinat kullanarak bugday embriyosu
yagini kapsiilledikleri ¢aligsmalarinda, kapsiilasyon etkinligini % 79,4 olarak saptamigken
ayni ¢alismada aljinat-nisasta kombinasyonu uygulandiginda kapsiilasyon etkinligini %
87 olarak tespit etmislerdir. Nisasta, yapisinda barindirdigi amiloz fraksiyonunun heliks
yapist sayesinde, aroma endiistrisinde Ozellikle ucucu yaglarin enkapsiilasyonunda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

4.5. Mikrokapsiil Partikiil Boyut Dagiliminin ve Morfolojisinin Belirlenmesi

% 7 biberiye ugucu yag konsantrasyonundaki kapsiil ((Aljinat+Ugucu yag
Kapsiil)+Nisasta) ve ugucu yag ilave edilmeden bos olarak hazirlanmis mikrokapsiillerin
(Aljinat Kapsiil) ve nisasta ile muamele edilmis olan bos kapsiillerin (Aljinat kapsiil+
Nisasta) ylizey morfolojilerindeki degisiklik ve partikiill boyut dagilimlari Quispe-
Condori et al. [93], uyguladig1 yonteme gore indnii Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarinda bulunan Scaning Electron Microscopy (SEM) ile belirlenmistir (Sekil

4.8).

SEM goriintiilerinde goriildiigli tizere mikrokapsiiller yaklasik 500-1000 pm
boyut araliginda elde edilmistir. Literatiirde emiilsiyon yontemiyle gergeklestirilen

calisma sonugclari ile caligmada elde ettigimiz veriler paralellik géstermektedir.

Xiao et al. [92], portakal ugucu yagini aljinat kullanimi ve emiilsifikasyon
yontemiyle kapsiilledikleri caligmalarinda, kapsiillerin ortalama boyutlarin1 yaklasik

1000 um olarak rapor etmislerdir.
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Sekil 4.8. Kapsiillere ait SEM goriintiileri

Sultana et al [88], probiyotik bakterileri aljinat ve nisasta kullanimiyla enkapsiile

ederek ve bu kapsiilleri yogurt iiretiminde kullandiklar1 ¢alismalarinda, enkapsiilasyon

esnasinda aljinat/nigastanin bir aradayken jel olusumunda sinerjistik etki gdsterme

egiliminde olduklarini ve bunun sonucunda tutuklanmig bakteri hiicreleri i¢in ilave bir

koruma sagladiklarini tespit etmislerdir. Yine ayni ¢alismada elde edilen kapsiillerin

boyutlarinin ortalama 500-1000 pum arasinda oldugu belirtilmektedir. Kapsiillerin sekil

olarak genellikle kiiresel oldugu, ayrica nisasta graniillerinin aljinat matriksi iizerinde yer

alan bosluklart kapatarak yama gorevi gordiigiinii bildirmislerdir.
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Sadece aljinatin kullanildig1 bos kapsiilde (4ljinat Kapsiil) agik bir sekilde kapsiil
yiizeyindeki gozenekler goriinmektedir. SEM goriintiilerinde % 7 biberiye ugucu yag
konsantrasyonundaki ((4ljinat+Ucucu yag Kapsiil)+Nisasta) kapsiillerde ise bu

gozeneklerin nisasta partikiilleri ile kaplanarak kapatildig: tespit edilmistir.

Hosseini et al. [113], aljinat ile aljinat+nisasta kombinasyonunu duvar materyali
olarak kullanip iki farkli mikrokapsiiliin morfolojisini incelemislerdir. Bu c¢aligma
sonunda elde edilen SEM goriintiilerinden sadece aljinat kullanilarak elde edilen
kapstillerin yiizey kesitlerinin daha pordzlii bir yapiya sahip oldugu ancak nisasta ilave
edildiginde yiizeydeki gozeneklerin nisasta tanecikleri tarafindan kapatildigi
saptanmistir. Bu durum i¢erdeki merkez materyalin daha uzun siire korundugunun, daha

gee salindiginin dolayisiyla yapidan daha uzun vadede faydalanildiginin gostergesidir.

Chan et al. [112], ¢alismalarinda aljinatla kapsiilledikleri canli hiicrelerin fiziksel
ozelliklerini gelistirmek i¢in ilave olarak nisasta kullanmislar ve nisasta ilavesinin dolgu
maddesi gibi davranarak, kurutulmus kapsiillerin mekanik dayanimini, akiskanlik ve
kiiresel goriintimiinii gelistirdigini saptamislardir. Bu sayede kapsiillerin isleme, siire¢ ve
tilketim esnasinda arzu edilen gorsel kalite, akiskanlik, kiiresel yapi, kirillganlik ve

yogunluk gibi fiziksel 6zelliklerin gelistigi belirtilmektedir.

4.6. Mikrokapsiillerin Zamana Bagh Ucucu Yag Salimlarinin Belirlenmesi

Son yillarda yag emilsiyonu ve ¢oklu emiilsiyonlarin, membran akigskanligini
diizenledigi, sik1 bir yapida olan membran baglant1 noktalarnin, yag bilesenleri ya da
stirfaktanlar araciligiyla kisa siireli agilimini uyardigi ve kapsiiller lizerinde koruyucu
Ozellik gosterdigi ve bu nedenle uygulamada belli bir artisa sebep oldugu belirtilmektedir
[114]. Agizdan uygulamanin ardindan su/yag emiilsiyonlar1 mide 6z suyunda kolaylikla
yag/su emiilsiyonlarina doniisebilmektedir. Bu haliyle gastrointestinal bolgede var olan
enzimlerin etkisiyle yap1 kolaylikla bozunmakta, ortama salinmakta ve etkinligi istenen
diizeyde olamamaktadir. Bu nedenle emiilsiyon temelli sistemler, agiz yoluyla alinan
yapilarin mideden bozulmadan giivenli bir sekilde gecebilmesi ve beraberinde viicut

icerisinde yiiksek etkinlikte kullanimina olanak saglayacaktir.

50



Enkapsiile edilmis bilesenin saliniminda ¢esitli faktorler etkilidir ve bu faktorlerin
basinda zaman, pH degisikligi, mekanik stres, sicaklik degisikligi, enzimatik aktivite ve

ozmotik gili¢ gelmektedir [115].

Bu bilgiler 1s18inda en yiiksek mikroenkapsiilasyon etkinligi olan % 7 biberiye
ucucu yag konsantrasyonu kullanilarak Aljinat ve Aljinat+Nisasta’y1 iceren iki farkli
kapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen kapsiillerde zamana bagh ugucu yag

salim miktarlar1 belirlenmis olup sonuglar sirasiyla Sekil 4.9-4.10” da verilmistir.

A B
Siire Aljinat kapsiil
(dk) (% Sahm)
10 21,77+0.44
20 22.6420,46 £
30 24.60+0,47 -3
60 27.88+0.46
00 33,20+0.46
120 41,07+0,62
180 51,50+0,99
240 64,44£1.59 P

Sekil 4.9. Aljinat kapsiiliindeki ugucu yagmn zamana bagli A) % salinim miktarlari,
B)grafiksel gosterimi

Sekil 4.9’ da nisasta ile muamele edilmeden hazirlanan aljinat i¢indeki ugucu

yagin zamana bagli salim verileri gosterilmistir. Biberiye ugucu yaginin enkapsiilasyon
prosesinde % 2 aljinat ve % 2 aljinat-nisasta formiilasyonu ile hazirlanmis olan 2 farkli
kapsiil kullanilmis olup salim testinde zamana bagli olarak olusan salim degerleri
belirlenmistir. Sadece aljinat kullanilarak kaplanan ugucu yagdan elde edilen
mikrokapsiillerin ilk olarak 10. dakika sonundaki miktarlart saptanarak islem
baslatilmigtir. Enkapsiil formdan serbest forma gecen biberiye ugucu yaginin zamana
bagl olarak salim degerlerinin giderek arttig1 ve 240. dakikaya gelindiginde kapsiildeki
ucucu yagin kiimiilatif toplam tizerinden % 64,44 + 1,59 oraninda salim gostermis oldugu

tespit edilmistir.

Lim et al. [116], karboksimetilseliillozu duvar materyali olarak kullanarak kenaf
tohum yagmi kapsiilledikleri ¢alismalarinda asidik mide sindirim kosullarinda
mikrokapsiillerin yapilarim1  korudugunu ve c¢ekirdek materyalin konrollii salim

gerceklestirdigini gostermislerdir. Mikroenkapsiilasyon etkinligi % 51,50 + 2,82 olan

51



kapsiillerin 2 saat sonunda mide kosullarin1 taklit eden mimik bir sistemde % 5,20 + 1,93’
sinin salindigini, hem mide hem de bagirsak kosullarini taklit eden mimik bir sistemde

ise 4 saat sonunda salimin % 54,83 + 2,55 diizeyine ulastigini bildirmilerdir.

A B
Siire Aljinat Kapsiil+Nisasta 60,00

(dk) (%o Salim) -

10 19.57=0.31 "

20 20.35+0,32 5

30 22,150,.32 a0

[i11] 2514032 .

00 29.69x0,20

120 36,12+0,14 e

180 44 60£0,17

240 55,3840,53 0 i 100 i;ﬁ:u 200 250

Sekil 4.10. Aljinat Kapsiil+Nisasta’daki ugucu yagin zamana bagli A) % + miktarlari, B)
grafiksel gOsterimi

Sekil 4.10” da nisasta ile muamele edilerek hazirlanan alijnat igindeki ugucu yagin

zamana bagli salim verileri gosterilmistir. 240. dakikaya gelindiginde kapsiildeki ugucu

yag kiimiilatif toplam tizerinden % 55,38 + 0,53 oraninda salim gostermistir.

Nisasta ile muamele edilerek hazirlanan aljinat kapsiillerinde nisasta ilavesi,
aljinat tabakasi iizerinde ilave bir katman olusturarak i¢erdigi ugucu yagin daha yavas
salinmasina imkan saglamistir. Salim1 daha yavas gerceklesen ugucu yag, kapsiil
icerisinde daha uzun siire kalarak, etkisinden daha fazla miktarda faydalanilmasina

olanak saglamaktadir.

Lopez-Cordoba et al. [117], kurutulmus kalsiyum aljinat matriksi igerisinde
tutuklanmis yerbamate polifenollerinin salim kinetigi ve mekenizmasini inceledikleri
caligmalarinda nisastanin aljinat matriks yapisinda dolgu maddesi ya da tika¢ gorevi

gordiiglinii tespit etmiglerdir.
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4.7. Biberiye Ucucu Yagimin Enkapsiilasyon Oncesi ve Sonrasiin vitro Antioksidan

Kapasitelerinin Belirlenmesi

Kapsiillenmis ugucu yag ile kapsiildeki miktara denk gelen serbest ugucu yagin
zamana baglh antioksidan aktivite analizleri gerceklestirilmistir. Antioksidan aktivite

analizlerinde DPPH ve ABTS’ nin siipiirme gii¢lerinden faydalanilmistir.
4.7.1. DPHH testi

Ucgucu yaglarin antioksidan aktivitesi ile ilgili pekgok calisma yapilmis ve
bilesenlerin dogasi1 ile oksidatif bozulmaya karsi direnme kapasiteleri arasindaki
korelasyon ortaya konulmustur. Ugucu yaglarin yiiksek antioksidan aktivitelerinden H*
verici olarak gorev yapan OH  (hidroksil) gruplar ve lipid oksidasyonunda serbest
radikal iiretiminden koruyan fenolik bilesenler sorumludur. Fenolik bilesenlerce zengin
olan ucucu yaglarin kapsiilasyonu ile daha az ugucu yag kullanilarak ayni diizeyde
antioksidan aktivite elde etmek miimkiin(mii)diir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak biberiye
ucucu yagmin serbest ve enkapsiile halde antioksidan aktivitesinin ne oranda

korundugunu tespit edilmistir.

Calismada 100 mg biberiye ugucu yagmin 240 dakika sonundaki antioksidan
aktivite degeri DPPH reaktifi kullanilarak incelenmistir. MULTISCAN GO marka
ELISA cihazinda 15 dk’ lik bir siire i¢in inkiibasyona birakilarak analize hazirlanmis olan
orneklerin 517 nm’ deki absorbans degerleri {iizerinden antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Cizelge 4.4’ te analiz sonucu elde edilen zamana bagli antioksidan aktivite

verileri gosterilmigtir.

Cizelge 4. 4. Serbest biberiye ugucu yaginin zamana bagli DPPH antioksidan degisimleri

Siire DPPH
(dk) (mg TE /100 mg ucucu yag)
10 0,17+0,05
30 0,28+0,05
60 0,49+0,01
90 0,85+0,02
120 1,34+0,03
180 2,02+0,02
240 2,80+0,02
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Sekil 4.11. Serbest biberiye ucucu yaginin zamana bagli DPPH antioksidan aktivitesi

1 g kapsiillenmis biberiye ugucu yagmin 240 dakika sonundaki antioksidan
aktivite degeri DPPH kullanilarak incelenmisti. MULTISCAN GO marka ELISA

cihazinda 15 dk’ lik bir siire i¢in inkiibasyona birakilarak analize hazirlanmis olan

orneklerin 517 nm’ deki absorbans degerleri iizerinden antioksidan aktiviteleri

belirlenmistir. Cizelge 4.5’ te analiz sonucu elde edilen zamana bagli antioksidan aktivite

verileri gosterilmigtir.

Cizelge 4. 5. Enkapsiile edilmis biberiye ucucu yaginin zamana bagli DPPH antioksidan

degisimleri

Siire DPPH

(dk) (mg TE/ 1 g kapsiil)
10 0,14+0,01

30 0,23+0,03
60 0,36+0,09
90 0,67+0,02

120 1,10+0,01

180 1,68+0,04

240 2.4240,03

Kapsiildeki ugucu yagin zamana bagli olarak salinmasi nedeniyle DPPH siiplirme

giiciinde artis meydana gelmistir.
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Sekil 4.12. Enkapsiile edilmis biberiye ugucu yaginin zamana bagli DPPH antioksidan
aktivitesi

Enkapsiile ucucu yag ile serbest yagin radikal siiplirme giiclerinin birbirine
oldukg¢a benzer oldugu goriilmiistiir. 100 mg biberiye ucucu yaginin 240 dakika sonunda
belirlenen DPPH siipiirme giici 2,80 + 0,02 mg/TE olarak belirlenmistir. 1 ¢
kapsiillenmis biberiye ugucu yaginin (Etkinlik hesabina gére 100 mg serbest ugucu yag
icermektedir.) 240 dakika sonunda belirlenen DPPH siiplirme giicti ise 2,42 + 0,03
mg/TE’ ye esit oldugu belirlenmistir.

Bu verilere dayanarak mikroenkapsiilasyon islemi ile biberiye ugucu yaginin 240
dakika sonunda serbest ugucu yaga gore % 86,43 oraninda DPPH siiplirme giiciine sahip

oldugu sonucuna ulagilmistir.

Arana-Sanchez et al. [118], B-siklodekstrin ile kapsiilledikleri Meksika kekigi
ugucu yagi antioksidan aktivitesinin serbest yaga gore 4-8 kat daha fazla korundugunu

belirtmislerdir.
4.7.2. ABTS testi

Calismada 100 mg biberiye ugucu yaginin 240 dakika sonundaki antioksidan
aktivite degeri ABTS kullanilarak incelenmistir. MULTISCAN GO marka ELISA
cthazinda 6 dk’ lik bir siire i¢in inkiibasyona birakilarak analize hazirlanmis olan
orneklerin 739 nm’ deki absorbans degerleri lizerinden antioksidan aktiviteleri tespit
edilmistir. Cizelge 4.6’ da analiz sonucu elde edilen zamana bagl antioksidan aktivite
verileri gosterilmistir.
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Cizelge 4. 6. Serbest biberiye ugucu yaginin zamana bagli ABTS antioksidan degisimleri

Siire ABTS
(dk) (mg TE/ 100 mg ugucu yag)
10 0,26+0,05
30 0,54+0,09
60 1,09+0,01
90 1,89+0,02
120 2,92+0,03
180 4,23+0,01
240 5,78+0,04
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Sekil 4.13. Serbest biberiye ugucu yaginin zamana bagli ABTS antioksidan aktivitesi

1 g kapsiillenmis biberiye ugucu yagmin 240 dakika sonundaki antioksidan
aktivite degeri ABTS kullanilarak incelenmisti. MULTISCAN GO marka ELISA
cihazinda 6 dk’ lik bir siire i¢in inkiibasyona birakilarak analize hazirlanmis olan
orneklerin 739 nm’ deki absorbans degerleri iizerinden antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Cizelge 4.7” de analiz sonucu elde edilen zamana bagli antioksidan aktivite

verileri gosterilmistir.
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Cizelge 4. 7. Enkapsiile edilmis biberiye ugucu yaginin zamana baglhi ABTS antioksidan
degisimleri

Siire ABTS
(dk) (mg TE /1 g kapsiil)
10 0,00+0,01
30 0,02+0,02
60 0,22+0,01
90 0,65+0,01
120 1,34+0,09
180 2,53+0,07
240 4,20+0,12
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Sekil 4.14. Enkapsiile edilmis biberiye ugucu yaginin zamana bagli ABTS antioksidan
aktivitesi

100 mg biberiye ugucu yagmin (serbest) 240 dakika sonunda belirlenen ABTS
stiplirme giicii 5,78 = 0,04 mg/TE olarak belirlenmistir. 1 gr kapsiillenmis biberiye ugucu
yagmin (Etkinlik hesabina gore 100 mg serbest ugucu yag igermektedir). 240 dakika
sonunda belirlenen ABTS siipiirme giicii ise 4,20 = 0,12 mg /TE’ ye esit oldugu
saptanmustir. Bu veriler 1s181inda enkapsiile biberiye ugucu yaginin 240 dakika sonundaki
serbest ugucu yaga gore % 72,67 oraninda ABTS siipiirme giiciine sahip oldugu

belirlenmistir.

Kapsiillenmis ucucu yagin zamana bagli olarak salinmasi nedeniyle DPPH
aktivitesinde oldugu gibi ABTS siipiirme giiciinde de artisin meydana geldigi
saptanmistir. Boylece kapsiildeki ugucu yag ile serbest yagin radikal siipiirme giiclerinin
olduke¢a benzer oldugu sonucuna varilmaistir.
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5. SONUC

Mikroenkapsiilasyon, gida sektoriinde s1v1, kat1 ve gaz bilesenlerin ¢esitli kaplama
materyalleri ile kaplandig1 bir tekniktir. Baslica gida maddesinin dis etkenlere karsi
korunmasi (nem, sicaklik, hava ve 1sik gibi), buharlasarak kaybolmasinin 6nlenmesi,
fiziksel 6zelliklerinin daha iyi korunmasi, taginmasinin kolaylastirilmasi, dogru yerde ve
dogru zamanda kontrollii salimminin gergeklestirilmesi, arzu edilmeyen tat/kokunun
maskelenmesi ve baska bilesenlerle reaksiyona girmesinin Onlenmesi gibi farkli

amaglarla yaygin olarak kullanilmaktadir [27].

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) yapisindaki saglik agisindan ¢ok faydali olan
fenolik bilesikler ve ugucu yag 6zelliklerinden dolay: tibbi ve aromatik olarak kullanilan
bir bitkidir. Literatiirde biberiye tiirlerinden elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal,
antioksidan, radikal siipiiriicii ve sitotoksik aktivite gosterdigi [13-15], ayrica karaciger
dokusunda ksenobiyotikleri metabolize eden ya da apoptozis, timér yayilimi, hiicre ici
sinyal iletimi gibi gesitli enzimatik sistemlerin sentezlenmesi ve/veya aktivitelerinin
diizenlenmesinde rol oynadigi [16,17] belirtilmektedir.

Biberiye ugucu yagi ile ilgili bahsedilen tiim bu 0&zellikler tamamen
enkapsiillenmemis, serbest formuna ait dnemli bilgiler olup enkapsiilasyona ugradiktan
sonra nasil bir etki gosterdigine dair bir bulguya rastlanilmamustir.

Biberiye yaginin ugucu olmasindan kaynaklanan kisa siireli etkisinin elimine
edilmesi, sistemik metabolizmasinin yliksek olmasi ve bahsi gecen bu faydalarinin
incelenmesi nedeniyle mikroenkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islemde yag/su
emiilsiyon yontemi yardimiyla ve de ¢Oziiniirlik agisindan uygun bir materyal olan

aljinat-nisasta kullanimi ile biberiye ugugu yagi kaplanarak mikrokapsiil elde edilmistir.

Ana hedefler kapsaminda tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar bir biitiin halinde

sunulmus ve maddeler halinde 6ngoriilen hedeflerin basaris1 degerlendirilmistir.

HEDEF I: Biberiye bitkisine ait ugucu yagin uygun kosullarda elde edilmesi, ugucu yaga
ait bilesenlerin belirlenmesi ve karakterizasyonunun saglanmas.

GERCEKLESME: Kuru biberiye bitkisinden Clavenger diizeneginde yag/su
distilasyonu yontemi kullanilarak her distilasyon uygulamasindan sonra yaklasik % 1

biberiye ugucu yagi elde edilmistir.
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Bitki ugucu yaginin bilesen analizi GC-FID ile ger¢eklestirilmis ve yapida en fazla
bulunan bilesenin 1-8-cineole oldugu saptanmistir. Ayrica hesaplamalarda kullanilmak
tizere belli konsantrasyonlarda hazirlanan ugucu yag igerigi baz alinarak standart bir
kalibrasyon egrisi ve denklemi elde edilmistir.

GC-MS analizi yardimiyla biberiye ugucu yaginin yapisinda bulunan bilesenler
ve miktarlar1 (%) belirlenmistir. Biberiye ugucu yaginda toplam 50 adet bilesen tespit
edilmis olup, en fazla miktarda 1,8-cineole (% 22,69), borneol (% 13,09), a-pinene (%
10,76), camphor (% 8,56), camphene (% 4,15) tespit edilmistir.

HEDEF 11: Enkapsiilasyonda kaplama materyali olarak aljinat kullaniminin, nisastanin
ikincil kaplama materyali olarak uygunlugunun ve ucgucu yag kullanim oranlarinin
saptanmasi ile enkapsiile yapinin karakterizasyonunun gerceklestirilmesi.
GERCEKLESME: Aljinat-nisasta farkli kombinasyonlari kaplama materyali olarak test
edilmis ve etkinlik degeri bakimindan en uygun olan % 2 aljinat-% 1 nisasta oraninin
uygun kaplama materyali olduguna karar verilmistir. Ayrica ugucu yag farkli
konsantrasyonlarda kaplama materyali ile birlikte denenmis ve % 7’ lik konsantrasyonun
en yliksek etkinlik basarisina ulastigi saptanmistir (% 7 ugucu yag konsantrasyonunda
etkinlik degeri % 87,16 + 13,43).

Enkapsiile edilen ugucu yaglarin morfolojik yapilar1t SEM ile incelenmis, kabuk
materyali olarak aljinat- bos kapsiil, aljinat-nisasta bos kapsiil ve aljinat-nisasta-ugucu
yvag kapsiillerinden alinan kesit goriintiiler sonucu yiizey yapilarinda (por olusumu,
gozeneklerin nigasta tarafindan kapatilmasi, yap: stabilitesi) onemli degisikliklerin varlig

saptanmuistir.

HEDEF I11: Kapsiillerde zamana bagli ugucu yag salim miktarlarinin belirlenmesi.
GERCEKLESME: Enkapsiile formdaki ugucu yagin serbest halde salim oran1 hakkinda
fikir edinebilmek igin insan viicudundaki bagirsak ortam kosullar1 simule edilerek,
ortamda ugucu yagin salim oranlari saptanmistir. Bu amagla aljinat-ugucu yag ve aljinat-
nisasta-ugucu yag formiilasyonlarina gore hazirlanan kapsiillerdeki zamana bagli salim
oranlar1 belirlenmistir.

Nisasta ile muamele edilmeden hazirlanan alijnat i¢indeki ugucu yagin zamana

bagl salim verilerinde 240. dakikaya gelindiginde kapsiildeki ugucu yagm kiimiilatif

toplam tizerinden % 64,44 + 1,59 oraninda salindig1 saptanmaistir.
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Nigasta ile muamele edilerek hazirlanan alijnat igindeki ugucu yagin ise 240.

dakikaya gelindiginde kapsiildeki ugucu yagin kiimiilatif toplam iizerinden % 55,38 +

0,53 oraninda salim gosterdigi tespit edilmistir.

Aljinat-nisasta-u¢ucu yagformiilasyonuna gore hazirlanan kapsiillerin salimi
geciktirerek, ugucu yagin ortamda daha uzun siire kalmasina katki sagladigr sonucuna
ulagilmistir. Nigasta katkisi, aljinat tabakasi iizerinde ilave bir katman olusturarak,

icerdigi ugucu yagin daha yavas ve daha uzun bir siirede salinmasina olanak saglamistir.

HEDEF IV: Kapsiillenmis ucucu yag ile kapsiildeki miktara denk gelen serbest ugucu
yagin zamana bagli antioksidan aktivitelerinin (DPPH ve ABTS) belirlenmesi.
GERCEKLESME: Calismada 100 mg biberiye ucucu yaginin 240 dakika sonundaki
antioksidan aktivite degeri DPPH reaktifi kullanilarak 15 dk’ lik bir inkiibasyon
sonucunda 517 nm’ deki absorbans degerleri lizerinden belirlenmistir. Ayni sekilde 1 g
kapsiillenmis biberiye ugucu yagiin 240 dakika sonundaki antioksidan aktivite degeri
DPPH kullanilarak tespit edilmistir. Kapsiildeki ugucu yagin zamana bagli olarak
salinmasi1 nedeniyle DPPH siipiirme giiclinde artis meydana gelmistir.

Benzer sekilde 100 mg biberiye ucucu yaginin 240 dakika sonundaki antioksidan
aktivite degeri ABTS reaktifi kullanilarak 6 dk’ lik bir inkiibasyon sonucunda 739 nm’
deki absorbans verileri saptanmistir. Ayni sekilde 1 g kapsiillenmis biberiye ugucu
yaginin 240 dakika sonundaki antioksidan aktivite degeri ABTS reaktifi kullanilarak
belirlenmistir. Mikroenkapsiile edilmis biberiye ucucu yaginin 240 dk sonunda serbest
ucucu yaga gore sirastyla % 86,43 ve % 72,67 oraninda DPPH ve ABTS siipiirme giicline
sahip oldugu saptanmustir.

Bu veriler 1s18inda aljinat-nisasta-u¢ucu yag formiilasyonuna uygun kapsiil
iretiminin bitkinin ugucu yagini daha uzun siire koruyabilecegi, saliniminin daha geg
olmasi nedeniyle ugucu yagmn olumlu etkilerinden daha fazla ve etkin bir sekilde
faydalanilabilecegi ve kapsiillendigi takdirde antioksidan aktivitesinin daha uzun siire

korunabilecegi sonucuna ulasilmistir.
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